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Les oomycètes sont des organismes filamenteux eucaryotes distincts 
phylogénétiquement des champignons, dont la plupart sont phytopathogènes. CBEL est une 
glycoprotéine pariétale de l’oomycète Phythophthora parasitica, pouvant se lier à la cellulose 
et induire l’expression de gènes de défense ainsi que la mort cellulaire chez la plante modèle 
Arabidopsis thaliana. Cette protéine est constituée de deux régions séparées par une région 
charnière riche en thréonine proline. Chaque région protéique présente un motif de liaison à la 
cellulose (CBM1) et un motif PAN-Apple impliqué dans des interactions protéines/protéines 
ou protéines/polysaccharides. Ce travail de thèse visait à décrypter les mécanismes 
moléculaires impliqués dans la reconnaissance de CBEL par les végétaux. Dans un premier 
temps, une analyse in silico a permis de dresser le répertoire complet des protéines eucaryotes 
à motif CBM1. A contrario des champignons, les oomycètes expriment majoritairement des 
protéines à motifs CBM1 en association avec des domaines non-catalytiques, suggérant un 
rôle particulier pour ces protéines chez les oomycètes. Bien que la signature protéique des 
CBM1 d’oomycètes soit distincte de celle des champignons par  la position des cystéines 
impliquées dans le repliement du domaine et la nature des acides aminés aromatiques 
responsable de la fixation de la cellulose, la modélisation du CBM1 de CBEL a révélé qu’il 
pouvait s’associer à la cellulose de façon similaire à un CBM1 fongique. Cette étude a montré 
que les protéines à domaines CBM1 d’oomycètes sont distinctes de celles des champignons, 
et présentent une histoire évolutive distincte. Dans un second temps, une production en masse 
de l’éliciteur a été réalisée dans la levure Pichia pastoris. La protéine hétérologue CBEL 
conserve les activités biologiques de la protéine native, ce qui a permis une approche de 
criblage de lignées d’A. thaliana pour préciser les mécanismes moléculaires impliqués dans sa 
reconnaissance. De façon surprenante, les réponses de défenses induites par CBEL chez 
Arabidopsis sont sujettes à une forte variabilité naturelle. La production d’espèces activées de 
l’oxygène (ROS) liée à la NADPHoxidase est apparue indépendante de la mise en place de la 
mort cellulaire. En réponse a CBEL, ces deux voies de signalisations agissent en synergie 
dans l’activation de l’expression de gènes chez A. thaliana. Enfin, l’utilisation de mutant d’A. 
thaliana a montré l’implication de récepteurs like kinase tels BAK1/SERK3 dans la réponse à 
CBEL. Cette étude a permis de proposer un modèle d’interconnexion des voies de défenses en 




Oomycetes are filamentous eukaryots phylogenetically distinct from fungi and most of 
them are plant pathogens. CBEL is a cell wall proteinof the oomycete  Phythophthora 
parasitica, that is able to bind cellulose and induce defense genes expression as well as cell 
death on the model plant Arabidopsis thaliana. This protein is constituted of two distinct 
regions linked by a Thr/Pro rich linker. Each region owns a cellulose binding module (CBM1) 
and a PAN-Apple domain involved in protein/protein or polysaccharides/proteins interactions. 
This thesis work aimed at deciphering the molecular mechanisms involved in the recognition 
of CBEL by plants. In a first time, an in silico analysis allowed us to list the complete 
repertory of eukaryotic proteins containing CBM1. In contrary to fungi, oomyctes mainly 
express CBM1 domain associated to non-catalytic domain, meaning a specific role for CBM1 
in oomyctes. Although oomyctes CBM1 pattern differ from fungal one on position of critical 
cysteins for correct folding and aromatic amino acids involved in substrate binding, the 
modelisation of CBEL’s CBM1 revealed it could bind cellulose in a similar way compared to 
fungal CBM1. This study showed that CBM1 proteins from oomyctes differ from the ones in 
fungi that is probably the consequence of different evolutive histories. In a second time, mass 
production of the elicitor was performed in the yeast Pichia pastoris. Heterologous protein 
CBEL keep similar biological activities compraed to the native protein that allowed to screen  
A. thaliana lines for identifying molecular players involed in its recognition. Surprisingly, 
CBEL-induced responses CBEL in Arabidopsis suffer from a strong natural variation. 
Reactive oxygene species production linked to the NADPHoxidase was independent on  the 
set up of  cell death. In response to CBEL, these two signaling pathways act in synergy on  
defense genes expression in  A. thaliana. Indeed, the use of A. thaliana mutants showed that 
receptor like kinase as BAK1/SERK3 were involved in the response to CBEL. This study 






ABA Acide Abscissique IPL ICS Pyruvate Lyase 
ACC Aminocyclopropane-1 carboxylicacid JA Acide Jasmonique 
ACO ACC Oxygenase LPS Lipopolysaccharides 
ATG Autophagy LRR Leucine Rich Repeats 
ATP Adenosine Triphosphate LSD1 Lesions Simulating Disease 1 
BAK1 BRI-Associated Kinase 1 MAMP Microbe Associated Molecular Pattern 
BKK1 BAK1-like MPK Mitogen AssociatedProtein Kinase 
CBEL Cellulose Binding Elicitor lectin MTI MAMP-Triggered Immunity 
CBM Carbohydrate Binding Module OGA Oligogalacturonic acids 
CBP Cellulose Binding Protein OXI1 Oxidative Signal Inducible 1 
COI1 Coronantine Insensitive 1 PAD4 Phytoalexin Deficient 4 
CTR Constitutive Triple Response PGIP Polygalacturonase Inhibitor Protein 
DAMP Danger Associated Molecular Pattern PGN Peptidoglycan 
DDE Delayed Dehisence 2 PMR Powdery Mildew Resistant 
DRM Detergent Resistant Membrane PRR Pattern Recognition Receptor 
EFR EF-Tu Recpetor PTP Permeability Transition Pore 
EIN2 Ethylen Insenitive 2 RBOH Respiratory Burst Oxidase Homologue 
EIN4 Ethylene Insensitive 4 RLK Receptor Like Kinase 
EIX Ethylene-Inducing Xylanase RLP Receptor Like Protein 
ERF Ethylene Response Factor ROS Reactive Oxygen Species 
ERS1 Ethylene Response Sensor 1 SA Salicylic Acid 
ETI Effector Triggered Immunity SAGT SA Glycosyl Transferase 
ETP1 EIN2 Targeting Protein SBP SA Binding Protein 
ETR1  Ethylene Response 1 SCF SK1-Cullin-Fbox 
ETS Effector Triggered Suceptibility SERK Somatic Embryogenesis Receptor Kinase 
FLARE Flagellin Rapidely Elicited SID2 SA Induction Deficient 2 
FLS2 Flagellin Sensitive 2 SMT1 SA Methyl Transferase 1 
FT Facteur de Transcription TG Tansglutaminase 
GEBP Glucan Elicitor Binding Protein TIR Toll-interleukine like Receptor 
GPI Glycosyl-Phosphatidylinositol VPE Vacuolar Processing Enzyme 
HR Hypersnsitive Response WAK Wall Associated Kinase 
HST Host Selective Transfer XIP Xylanase Inhibitor Protein 






INTRODUCTION ................................................................................................................ 1 
I. L’immunité végétale .......................................................................................................... 1 
A. Mécanismes de perception des agents pathogènes par les plantes ..................................................... 2 
1. Le premier niveau de détection : la reconnaissance de motifs moléculaires conservés .................. 2 
La reconnaissance de signaux exogènes ou MAMP .............................................................................. 2 
La reconnaissance de signaux endogènes ou DAMP ............................................................................. 3 
La formation de complexes de perception ............................................................................................ 4 
2. Le second niveau de détection : la résistance spécifique ................................................................. 5 
De la virulence ou ETS… ......................................................................................................................... 5 
…à l’avirulence ou ETI : l’interaction gène pour gène ........................................................................... 6 
3. La coévolution plantes-parasites : une lutte sans fin ? ..................................................................... 7 
4. Les limites du modèle du zig-zag ....................................................................................................... 8 
B. Les voies de signalisation précoces ....................................................................................................... 9 
1. Réarrangements membranaires ....................................................................................................... 9 
2. Les flux ioniques et la dépolarisation membranaire ....................................................................... 10 
3. Les espèces activées de l’oxygène et le monoxyde d’azote ............................................................ 11 
4. L’activation de protéines par phosphorylation : Kinases et MAP-Kinases ...................................... 13 
C. Mise en place des réponses de défense .............................................................................................. 15 
1. Régulation transcriptionnelle de la défense ................................................................................... 15 
Les facteurs de transcription impliqués dans la mise en place de la défense ..................................... 15 
Convergence des voies de signalisation .............................................................................................. 16 
2. Modification de la balance hormonale ........................................................................................... 16 
L’acide salicylique ................................................................................................................................ 16 
L’acide jasmonique .............................................................................................................................. 18 
L’éthylène ............................................................................................................................................ 18 
3. Les interconnexions des voies hormonales ..................................................................................... 19 
Les voies du SA, JA et ET ...................................................................................................................... 20 
L’intervention de l’ABA, des GA et des auxines ................................................................................... 20 
4. Propagation de l’immunité : la SAR et l’ISR ..................................................................................... 22 
D. Mécanismes de défenses .................................................................................................................... 23 
1. La réponse hypersensible ................................................................................................................ 23 
Classification morphologique et biochimique de la HR ....................................................................... 23 
Les acteurs de la HR ............................................................................................................................. 25 
2. Le renforcement de la paroi ............................................................................................................ 26 
3. Production de composés anti-microbiens....................................................................................... 27 
Métabolites secondaires ..................................................................................................................... 27 
Les protéines PR (Pathogenesis-related) et les inhibiteurs d’enzymes ............................................... 27 
II. La paroi végétale : plateforme de signalisation reliée à la défense .................................... 29 
A. Modifications de la paroi par les parasites .......................................................................................... 29 
1. Dégradation enzymatique des composants pariétaux .................................................................... 29 
2. Perturbation non-catalytique de la paroi : le cas des domaines protéiques de liaison aux 
carbohydrates (Carbohydrate-Binding-Modules) .................................................................................... 30 
B. Les acteurs de la surveillance de l’intégrité de la paroi pectocellulosique ......................................... 32 

1. Les protéines transmembranaires .................................................................................................. 32 
WAK (Wall Associated Kinase) : le contrôle de l’intégrité de la pectine ............................................. 32 
LecRK (Lectin-RK) : acteurs du continuum paroi-plasmalemme.......................................................... 32 
Catharanthus roseus-RLK1-like : le contrôle de l'intégrité de la cellulose .......................................... 33 
2. Les protéines associées à la membrane .......................................................................................... 34 
3. Les mécano-senseurs ...................................................................................................................... 35 
III. CBEL, un éliciteur d’oomycète non-enzymatique, s’associant aux parois végétales ........ 36 
A. Classification et évolution des oomycètes .......................................................................................... 36 
B. Coévolution plantes-oomycètes .......................................................................................................... 38 
1. Les MAMP d’oomycètes .................................................................................................................. 38 
2. La suppression des défenses par les oomycètes ............................................................................. 38 
3. La perception d’effecteurs d’oomycètes......................................................................................... 39 
4. Vers l’ETS 2 ? ................................................................................................................................... 40 
C. L’éliciteur CBEL .................................................................................................................................... 42 
1. Une glycoprotéine modulaire ......................................................................................................... 42 
2. L’activité biologique de CBEL chez Phytophthora parasitica .......................................................... 42 
3. L’activité élicitrice de CBEL sur la plante ......................................................................................... 43 
D. Objectifs de thèse ................................................................................................................................ 45 
1. Distribution et évolution des CBM1 ................................................................................................ 45 
2. Production de CBEL dans la levure Pichia pastoris .......................................................................... 45 
3. Voies de signalisation de la réponse à CBEL .................................................................................... 45 
Références ............................................................................................................................. 46 
RESULTATS ..................................................................................................................... 68 
I. Distribution et évolution du domaine de liaison à la cellulose CBM1 ................................. 68 
A. Contexte scientifique ........................................................................................................................... 68 
Références ............................................................................................................................................... 70 
B. Specific features of cellulose-interacting proteins from oomycetes revealed by a domain-centric 
analysis and structural modeling .................................................................................................................. 71 
1. Abstract ........................................................................................................................................... 72 
Background .......................................................................................................................................... 72 
Results ................................................................................................................................................. 72 
Conclusions .......................................................................................................................................... 72 
2. Background ..................................................................................................................................... 74 
3. Results ............................................................................................................................................. 78 
Establishment of a comprehensive repertoire of CBM1-containing proteins in fungi and oomycetes
 ............................................................................................................................................................. 78 
Fungal and oomycetal CBM1-containing proteins display distinct domain associations .................... 79 
Sequence and structural analysis of oomycetal CBM1-proteins ......................................................... 81 
4. Discussion ........................................................................................................................................ 86 
5. Methods .......................................................................................................................................... 89 
Data collection ..................................................................................................................................... 89 
Domains architecture determination .................................................................................................. 89 
Generation of protein architecture Heatmaps .................................................................................... 89 
Molecular modeling of CBM1 and PAN domains from CBEL ............................................................... 90 
6. Supplementary data ........................................................................................................................ 93 
SUPPLEMENTAL TABLE S1: List of fungal and oomycete species used in the current study. .................. 93 
SUPPLEMENTAL TABLE S2: Alias used for domain organization of CBM1-containing proteins. ............. 94 
 
7. Bibliography .................................................................................................................................... 95 
II. Production de CBEL dans la levure  Pichia pastoris .......................................................... 100 
A. Contexte scientifique ......................................................................................................................... 100 
Références ............................................................................................................................................. 101 
B. Expression and purification of a biologically active Phytophthora parasitica cellulose binding elicitor 
lectin in Pichia pastoris ............................................................................................................................... 102 
III. Voies de signalisation de la réponse à CBEL ................................................................. 109 
A. Contexte scientifique ......................................................................................................................... 109 
Références ............................................................................................................................................. 110 
B. Deciphering signaling pathways involved in the response to the oomycetal elicitor CBEL by exploiting 
Arabidopsis natural variability .................................................................................................................... 111 
1. Abstract ......................................................................................................................................... 112 
2. Introduction .................................................................................................................................. 113 
3. Materials and Methods ................................................................................................................. 115 
Plants ................................................................................................................................................. 115 
Elicitos preparations .......................................................................................................................... 115 
Leave infiltration assays .................................................................................................................... 116 
Measurement of H2O2 production..................................................................................................... 116 
High throughput quantification of defence-genes expression .......................................................... 117 
4. Results ........................................................................................................................................... 117 
Natural variation of CBEL-induced cell-death in Arabidopsis ............................................................ 117 
Specificity of the elicitor-induced cell death variability..................................................................... 119 
Defence-gene expression profile of the response to CBEL ................................................................ 121 
5. Discussion ...................................................................................................................................... 123 
Mining mutant and ecotype collections for variability against CBEL-induced cell death .................. 123 
Uncoupling ROS production and CBEL-induced cell death ................................................................ 124 
6. References ..................................................................................................................................... 128 
CONCLUSION ................................................................................................................. 132 










 INTRODUCTION  
 
I. L’immunité végétale 
 
Les plantes sont exposées en permanence à des organismes, pathogènes ou opportunistes, 
présents dans leur environnement. Pour lutter contre ces agresseurs, les végétaux ont 
développé au cours de l'évolution des systèmes de protection consitutifs, comme par exemple 
des barrières physiques empêchant la pénétration des microorganismes, et des systèmes de 
défense inductibles, activés par la perception précoce de l'envahisseur. Ces systèmes de 
défense sont efficaces contre la grande majorité des organismes pathogènes, limitant le 
développement des maladies dans le monde végétal.  
Les interactions entre les plantes et les agents pathogènes sont diverses, complexes, et 
résultent de centaines de millions d'années d'évolution puisque l'apparition de 
microorganismes interagissant avec les plantes, notamment des champignons et oomycètes a 
accompagné la colonisation de la terre par les végétaux (Strullu-Derrien et al., 2010). On distingue 
plusieurs types d'interactions suivant les couples plante-microorganisme considérés. Lorsque 
l’agent pathogène est capable de se multiplier au sein du végétal et de coloniser les tissus de 
l’hôte, provoquant les symptômes de la maladie, l’interaction est dite compatible. Dans ce 
cas, le parasite est virulent et la plante sensible. A contrario, une interaction est qualifiée 
d’incompatible, lorsque les mécanismes de défense de l’hôte limitent ou bloquent 
l’installation de l’agent infectieux, qualifié dans ce cas « avirulent ». Lorsque l’ensemble des 
variétés d’une espèce végétale sont résistantes à toutes les races d’un agent pathogène 
l'interaction est dite non-hôte.  
Le terme « défense des plantes » englobe l’ensemble des mécanismes mises en place par le 
végétal pour lutter contre l’agent infectieux. Elles sont généralement classées en deux 
groupes : 
- Les defenses préformées qui correspondent aux barrières physiques (cuticule, paroi..), 
ou encore aux molécules antimicrobiennes produites constitutivement par celles-ci 
- Les défenses induites encore appelées « réponses immunitaires » sont activées suite à 
la reconnaisance des agents infectieux et englobent un ensemble de modifications 
physiologiques de l’hôte qui visent à limiter l’installation de l’envahisseur.  
Tableau I. Classification des éliciteurs du non-soi  
 
Les éliciteurs ont été classés en quatre catégories en fonction de leur nature chimique. Les informations 
concernant le motif reconnu (MAMP), la distribution des éliciteurs chez les parasites, leurs fonctions, les 
récepteurs (PRR) végétaux impliqués dans leur perception et les plantes sensibles sont données. A noter que 
seuls les éliciteurs exogènes ont été listés. (-) : information non disponible. Abbréviations : EIX (Ethylene 
Inducing Xylanase), NLP (Nep1-like), CSP (Cold Shock Protein), CBEL (Cellulose Binding Elicitor Lectin), 
PGN (Peptidoglycans), GE (Glucan Elicitor), LPS (Lipopolysaccharides), LOS (Lipooligosaccharides), 
CBM1 (Carbohydrates Binding Module Familiy 1), FLS2 (Flagelline Sensitive 2), EFR (EF-Tu Receptor), 
CERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1), CEBiP (Chitin Elicitor Binding Protein 1), GEBP (Glucan 
Elicitor Binding Protein). 




Le devenir de l'interaction entre une plante et un microorganisme est le résultat d'un 
dialogue moléculaire complexe qui s'établit dès le premier contact entre les partenaires. Des 
progrès considérables ont été accomplis ces dernières années dans la compréhension des 
mécanismes moléculaires qui régissent ce dialogue et les systèmes de régulation des réponses 
immunitaires chez les plantes. Dans l'introduction générale de mon manuscrit je me suis 
attaché à synthétiser dans la premère partie les principaux résultats et concepts concernant ces 
mécanismes. La deuxième partie traite plus particulièrement du rôle de la paroi cellulaire 
végétale dans les réponses immunitaires. Enfin, la troisième partie est consacrée à la protéine 
CBEL (Cellulose Binding Elicitor lectin) qui a fait l'objet de mon travail de thèse.  
A. Mécanismes de perception des agents pathogènes 
par les plantes  
 
1. Le premier niveau de détection : la reconnaissance de motifs 
moléculaires conservés 
La reconnaissance de signaux exogènes ou MAMP 
La détection de l’agent pathogène est une étape clé dans la mise en place de l’immunité 
végétale. L'induction d'un premier niveau de défense repose sur la reconnaissance de motifs 
moléculaires conservés présents au sein de molécules générées au cours de l'interaction. Ces 
motifs, sont désignés sous les termes de MAMP (Microbes Associated Molecular Patterns) ou 
DAMP (Danger Associated Molecular Patterns) selon leur origine, microbienne ou végétale. 
Les MAMP sont des motifs moléculaires largement distribués/représentés chez les microbes 
et présents dans des molécules cruciales pour la survie du microorganisme. Ces 
caractéristiques expliquent leur conservation au cours de l’évolution. Les MAMP sont des 
motifs molécualires non détectés chez l’hôte et sont classés comme molécules du « non-soi ». 
Ces motifs peuvent être de nature protéique, lipidique, ou saccharidique, et fréquement issus 
de la dégradation de composés microbiens. Ainsi, plusieurs motifs générés par la dégadation 
d'éléments structuraux des parois microbiennes (chitine, β-glucanes…) ont été identifiés 
comme des MAMP. Des récepteurs RLK (Receptor Like Kinase) membranaires spécifiques 
appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) capables d'interagir avec certains MAMP ont 
été identifiés (TABLEAU 1). Les réactions de défense déclenchées par cette perception sont 
regroupées sous le nom de MAMP-Triggered Immunity ou MTI. L’exemple de MAMP le 
plus étudié est celui présent au sein de la la flagelline, protéine consitutive des flagelles 
Figure 1. Les sentinelles responsables de la perception de motifs conservés 
 
La présence des parasites est détectée par les plantes via la reconnaissance  de motifs issus des parasites 
(bactéries, champignons, oomycètes) (MAMP) ou de motifs endogènes résultant de l’interaction plante-
parasite (DAMP). Cette détection se fait par l’intermédiaire de récepteurs de l’immunité (PRR) qui 
déclenchent des réponses immunes regroupées sous le nom de MTI. Les couples MAMP/PRR identifiés à ce 
jour sont représentés en fonction de l’origine des MAMP perçus. Les PPR à domaine LRR, Xa21, FLS2, EFR, 
LeEIX1/2 et PEPR1/2, interviennent dans la perception de peptides bactériens Ax21, Flg22 (composant de la 
flagelline) et elf18 (composant du facteur d’élongation EF-Tu), du peptide fongique TKLGE de la xylanase et 
endogène AtPEP1-6. Les éliciteurs polysaccharidiques tels que les peptidoglycans (PGN) bactériens, la chitine 
fongique, les β-glucans d’oomycètes et les acides oligogalacturonides (OGA) endogènes, sont perçus via les 
PRRs à LysM LyM3 et CERK1, la Glucan Binding Protein (GBP) et la wall-associated kinase (WAK1,2) 
respectivement. Les RLKs BAK1 et CERK1 agissent comme des régulateurs centraux de l’immunité innée en 
intervenant dans la réponse à différents éliciteurs  (flg22, elf18, INF1 (élicitine), csp22, LPS et PGN pour 
BAK1, la chitine et d’autres MAMPs bactériens non identifiés pour CERK1). Le PRR FLS2 possède une 
spécificité large chez Arabidopsis puisqu’en plus de la flg22, il lie aussi le peptide CLV3p impliqué dans le 
développement des méristèmes apicaux ou SAM (Shoot Apical Meristem) et Ax21. Inversement, la perception 
d’un même MAMP peut dépendre de plusieurs RLK comme dans le cas de flg22 et elf18 dont la 
reconnaissance par FLS2 et EFR induit la formation d’un complexe nécessaire à la mise en place de la MTI, au 
sein desquels le couple MAMP/PRR est associé à d’autres RLK dont BAK1 et BKK1. De façon similaire, on 
peut supposer que la mise en place de la signalisation induite par les MAMP dans le cas de PRR dépourvus de 
domaine intracellulaire kinase (tels que les RLP LeEIX1/2 et CEBiP,  le récepteur soluble GBP) passe par des 
co-récepteur kinases (Adapté de Postel and Kemmerling, 2009). 
 




bactériens. Il a été mis en évidence que les plantes (tomate, pomme de terre, tabac, arabette) 
reconnaissent de façon spécifique un peptide de 22 acides aminés appelé « flg22 » situé dans 
la partie N-terminale de la flagelline (Felix et al., 1999). Un criblage de lignées mutantes de la 
plante modèle Arabidopsis thaliana a permis l’identification du récepteur à flg22 sous le nom 
de FLS2 (Flagelline Sensitive 2) (Gómez-Gómez & Boller, 2000). FLS2 est un récepteur de type 
RLK constitué d’un domaine extracellulaire LRR (Leucine Rich Repeat) de haute affinité 
pour flg22 (Chinchilla et al., 2006), d’un domaine transmembranaire et d’un domaine 
intracellulaire kinase impliqué dans la transduction du signal dans le cytosol. D’autres 
peptides sont reconnus par les plantes tels que les peptides bactériens elf18 et Ax21(Kunze et 
al., 2004; Lee et al., 2006)  et fongique TKLGE (Rotblat et al., 2002), retrouvés respectivement 
au sein du facteur d’élongation de la traduction EF-Tu, d’un peptide impliqué dans le 
« quorum sensing » chez Xanthomonas sp (Lee et al., 2006), et de l’EIX (Ethylene Inducing 
Xylanase) de Trichoderma viride. Les PRR correspondants identifiés sont tous des RLK à 
domaine LRR : EFR (EF-Tu Receptor) (Zipfel et al., 2006), Xa21 (Song et al., 1995) et les RLP 
(Receptor Like Proteins) LeEIX1/2 (Ron & Avni, 2004), respectivement.  
La perception de MAMP saccharidiques fait intervenir d’autres domaines protéiques que 
les LRRs tels que les LysM des récepteurs aux oligomères de chitine CERK1 (RLK, 
Arabidopsis) / CEBiP (RLP, riz) (Miya et al., 2007; Kaku et al., 2006), ou d’autres domaines 
inconnus comme ceux des GBP (Glucans Binding Proteins) impliqués dans la reconnaissance 
des β-glucanes issus de la paroi des oomycètes du genre Phytophthora (Umemoto et al., 1997; 
Fliegmann et al., 2003) (FIGURE 1). 
Le nombre de RLK trouvés chez les plantes (>600 Arabidopsis, >1000 Riz) (Shiu et al., 
2005) et la diversité de leurs domaines extracellulaires laisse supposer que les plantes 
possèdent une palette de sentinelles susceptibles de reconnaitre divers MAMP, ce qui est en 
adéquation avec l’existence de très nombreuses molécules capables d’induire des réactions de 
défense chez les plantes (Postel & Kemmerling, 2009). 
 La reconnaissance de signaux endogènes ou DAMP 
Le pouvoir pathogène des parasites repose en partie sur un arsenal d’enzymes (protéases, 
cutinases, cellulases, lipases) qui cible différents constituants de la cellule végétale (Ryan et 
al., 2011; Schmidt & Panstruga, 2011). Les produits de cette dégradation sont perçus par les 
cellules voisines activant par la même des réactions de défenses. Les motifs reconnus, appelés 
DAMP (Damage Associated Molecular Pattern), proviennent de la cuticule (monomères de 
cutine) (Fauth et al., 1998), de la paroi végétale (oligomères de cellulose, acides 





oligogalacturoniques ou OGA) (Boudart et al., 2003; Aziz et al., 2004) ou encore du cytoplasme 
de cellules endommagées (systémine) (Boller, 2005). Les mécanismes de perception des 
DAMP restent à découvrir. Le seul récepteur de DAMP identifié à ce jour correspond à la 
kinase WAK1 (Wall Associated Kinase), impliquée dans la perception des OGA (Brutus et al., 
2010). D’autres récepteurs, notamment des RLK, sont reconnus comme des acteurs potentiels 
de la surveillance de l’intégrité végétale (Hématy et al., 2009). 
Certains signaux endogènes reconnus par la plante ne sont pas issus de la dégradation de la 
cellule végétale mais d’une synthèse peptidique de novo par la cellule au cours de 
l’interaction. C’est le cas des peptides PEP (Plant Elicitor Peptides), dont le précurseur 
PROPEP1 est produit en réponse à la perception de MAMP chez Arabidopsis (Huffaker & 
Ryan, 2007). Les peptides issus de la maturation de PROPEP1 sont perçus via les récepteurs 
LRR-RLK AtPEPR1/2, conduisant à l’amplification des réactions de défense. Cette boucle de 
rétro-activation pourrait être conservée chez les plantes puisque un peptide ZmPep1 
orthologue aux AtPEP a été identifié chez le maïs (Huffaker et al., 2011). 
Les plantes possèdent donc des mécanismes leur permettant de percevoir la présence du 
parasite de façon directe (MAMP) ou indirecte (DAMP), mais aussi des systèmes 
d’amplification de l’immunité (PEP).  
La formation de complexes de perception 
La reconnaissance des signaux évoqués précédemment repose sur des complexes de 
perception au sein desquels les PRR agissent en collaboration avec des partenaires de 
signalisation ou co-récepteurs. Le cas le mieux caractérisé est celui de BAK1 (BRI1 
Associated Kinase 1), un RLK impliqué dans la perception d'hormones végétales, les 
brassinostéroïdes (Nam & Li, 2002), qui intervient également en tant que co-récepteur en se 
liant à des PRR tels que FLS2 et EFR, et nécessaire à l’initiation de la MTI. BAK1 est un 
régulateur général de l’immunité impliqué dans la signalisation induite par de nombreux 
éliciteurs/MAMP (flg22, elf18, csp22, INF1, LPS, PGN) (Chinchilla et al., 2007; Heese et al., 
2007). D’autres récepteurs, tels SER4/BKK1, appartenant tout comme BAK1 à la famille des 
SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinases) ont été identifiés comme co-récepteurs de 
l’immunité (Roux et al., 2011). Ces travaux appuient le concept de formation d’hétéromères de 








2. Le second niveau de détection : la résistance spécifique 
De la virulence ou ETS…  
Pour contourner les réponses basales, les parasites produisent un arsenal d’effecteurs qui 
court-circuite les mécanismes de défenses basales conduisant à l'effector triggered 
susceptibility (ETS) (Göhre & Robatzek, 2008; Stassen & Van den Ackerveken, 2011). Les 
effecteurs sont des molécules permettant aux parasites d’agir à différents niveaux de la MTI, 
sur la perception de MAMP par la plante et les voies de signalisation qui en découlent.  
Une première stratégie adoptée par les microorganismes pour éviter la MTI est de bloquer 
l'accumulation des MAMP dans l'apoplasme. Ce mécanisme a été mis en évidence chez un 
champignon pathogène de la tomate, Cladosporium fulvum, qui sécréte au cours de 
l'interaction des protéines à domaine LysM qui vont se lier aux oligomères de chitine issus de 
leur paroi, les rendant inaccessibles/invisibles aux PRR (de Jonge et al., 2010).  
Une deuxième stratégie cible directement des composants moléculaires de la plante 
impliqués dans la MTI. Les microorganismes produisent plusieurs dizaines (dans le cas des 
bactéries) (Cunnac et al., 2009) voir plusieurs centaines (dans le cas des champignons et 
oomycètes) (Spanu et al., 2010; Stassen & Van den Ackerveken, 2011) de protéines qui vont 
interférer avec les réponses immunitaires de la plante. Ces protéines sont présentes dans 
l'apoplaste ou “injectées“ dans les cellules de l'hôte. 
Chez les bactéries, ces effecteurs sont injectés via les systèmes de sérétion de type 3 et 4 
(Lewis et al., 2009; Taguchi & Yuki, 2011) qui fonctionnent comme une seringue moléculaire. 
Chez les oomycètes, on distingue deux types d'effecteurs intracellulaires selon le type de 
séquence peptidique rencontrée en aval du peptide signal : les effecteurs RxLR (Arginine, X, 
Leucine, Arginine) et les effecteurs crinklers, qui présentent la séquence LxLFLAK (Leucine, 
X, Leucine, Phenylanlanine, Leucine, Alanine, Lysine) (Rehmany et al., 2005; Haas et al., 2009). 
Les motifs RxLR et LxLFLAK sont associés respectivement aux motifs EER (Acide 
Glutamique x2, Arginine) et DWL (Acide Aspartique, Tryptophan, Leucine), et l’ensemble 
est impliqué dans la translocation des effecteurs à l’intérieur de la cellule végétale (Dou et al., 
2008; Schornack et al., 2010). Le mécanisme d’entrée des RxLR serait dépendent de la liaison 
du motif aux phsophatidylinositol-3-phosphate (PIP3) des membranes végétales (Kale et al., 
2010). Cependant, ce point fait débat au sein de la communauté scientifique, notamment par la 
difficulté à reproduire les essais de liaisons aux phospholipides membranaires (Gan et al., 
2010). L’existence d’un autre mécanisme d’entrée des RxLR est illustrée par l’effecteur ATR5 





de Hyaloperonospora arabidopsidis qui ne possède pas de motif RxLR mais uniquement le 
motif EER (Bailey et al., 2011). Le mécanisme d’entrée des crinklers n’a pas encore été élucidé 
mais il n’est pas à exclure qu’il soit similaire à celui des RxLR. 
Chez les champignons, des effecteurs intracellulaires ont été caractérisés chez 
Magnaporthe oryzae, Melampsora lini, Leptosphaeria maculans, Fusarium oxysporum mais 
les mécanismes d'internalisation ne sont pas connus (Oliva et al., 2010; de Jonge et al., 2011). 
Dans le cas des bactéries, l’étude du rôle de ces effecteurs est largement documentée et a 
mis en évidence qu’ils ciblent la MTI. Différents composants sont affectés : les PRR sont 
inhibés ou adressés au protéasome pour y être dégradés (AvrPto, AvrPtoB) (Göhre et al., 2008; 
Xiang et al., 2008), les voies de signalisation en aval sont aussi ciblées comme les voies 
MAPKinases (HopAI) (Zhang et al., 2007), la transcription de gènes de défense (HopU1) (Fu et 
al., 2007) ou encore la fermeture de point d’entrée pour l’agent infecteiux, tel que les stomates 
(Melotto et al., 2006). 
Chez les oomycètes, il a été montré que les effecteurs participent à la suppression des 
défenses (Stassen & Van den Ackerveken, 2011). Un des effecteurs les mieux caractérisés est la 
protéine Avr3a de Phytophthora infestans qui cible CMPG1, une protéine E3-ubiquitine 
ligase impliquée dans la mise en plase de la réponse hypersensible, forme de défense intense 
qui se traduit par une mort cellulaire programmée des cellules infectées. Avr3a stabilise 
CMPG1, inhibant la mort cellulaire induite par les éliciteurs produits par Phytophthora 
infestans au cours de l'interaction, l'élicitine INF1 et CBEL (Gilroy et al., 2011). 
…à l’avirulence ou ETI : l’interaction gène pour gène 
En réponse à la production des effecteurs interférant avec la MTI les plantes ont acquis des 
systèmes de perception de ces protéines comprenant des récepteurs protéiques dont 
l'activation entraine la stimulation de la réponse immunitaire. De façon originale par rapport à 
ce que l'on observe dans la MTI, l’interaction entre le récepteur et la protéine d’avirulence 
peut être directe ou indirecte. Dans ce dernier cas, la protéine d’avirulence interagit avec une 
cible végétale d'un effecteur microbien. Linteraction effecteur-cible est perçu par le récepteur 
ce qui déclenche les réactions de défense. Cela correspond au modèle de  « garde » où la 
protéine réceptrice joue le rôle de gardien de l’intégrité de la cible végétale (Dangl & Jones, 
2001).  
Cette forme de résistance, médiée par des récepteurs impliqués dans la perception des 
effecteurs microbiens est probablement le résultat d'une co-évolution récente entre les plantes 
Figure 2. Coévolution plantes-parasites 
 
La coexistence permanente entre les plantes et les parasites conduit à une coévolution des deux protagonistes. 
La conservation des mécanismes de perception des MAMPs à travers différentes familles de plantes suggère 
que la MTI est un système de défense ancestral. Les parasites phytopathogènes se sont adaptés à cette ligne de 
défense via l’apparition de souches porteuses d’effecteurs capables d’inhiber la MTI, menant à l’ETS 
(Effector Triggered Suceptibility). Les plantes ont résisté par l’apparition de variétés porteuses de gènes de 
résistance (gènes R) dont les produits reconnaissent de façon directe ou indirecte les effecteurs,  conduisant à 
de forte réactions de défense caractérisées par une mort cellulaire programmée ou réponse hypersensible. On 
parlera alors d’ETI (Effector Triggered Immunity) et l’effecteur reconnu est qualifié de protéine d’avirulence 
(Avr). La forte pression de sélection induite par l’ETI sur les parasites a induit l’émergence de nouvelles 
souches porteuse de nouveaux effecteurs, ce auxquels de nouvelles variétés végétales ont opposé de nouveaux 
gènes de R, et ainsi de suite. Cette course à l’armement se traduit par une forte plasticité des régions 
génomiques porteuses des gènes d’avirulence chez les parasites. Chez les plantes, on observe une 
diversification des domaines extracellulaire des PRRs et des gènes R (Adapté de Jones and Dangl, 2006) 
 




et les microorganismes puiqu'elle ne concerne pas tous les écotypes d'une même espèce 
végétale, ni toutes les souches (ou races) d'une espèce de microorganisme pathogène. C'est 
pourquoi on la définit comme une résistance spécifique qui correspond au modèle « gène pour 
gène » établi par H. H. Flor en 1955 en se basant sur l’analyse de la virulence de 
différentes  races du pathogène Melampsora lini vis-à-vis de différentes variétés de lin (Flor, 
1971). Selon ce modèle, la résistance de certaines variétés de plantes à certaines races d’un 
agent pathogène est liée à la présence de gènes « d’avirulence » chez les parasites dont les 
produits sont reconnus par les protéines codées par les « gènes de résistance » (gènes R) des 
plantes. L’absence d’un des deux acteurs (gènes R ou gènes d’avirulence) conduit à la 
sensibilité de la plante. Cette résistance est dite « spécifique » puisqu’elle est efficace 
uniquement chez les plantes porteuses de gènes R vis-à-vis de pathogènes porteurs de gènes 
d’avirulence. Environ 150 gènes R ont été identifiés chez Arabidopsis, tous constitués des 
domaines carboxy-terminaux LRR impliqués dans la reconnaissance des cibles, d’une partie 
centrale NBS (Nucleotide Binding Site) et d’une partie amino-terminale composée des 
domaines TIR (Toll Interleukine-like receptor) ou CC (Coiled Coil), impliqués dans la 
signalisation (Meyers et al., 2003; Eitas & Dangl, 2010).  
3. La coévolution plantes-parasites : une lutte sans fin ? 
Les différents systèmes de défense élaborés par les plantes exercent une pression de 
sélection sur les parasites qui tentent de les contourner via notamment une diversification des 
effecteurs. Cette lutte entre les plantes et les parasites a été modélisée sous forme de zig-zag, 
modèle basé initialement sur les résultats obtenus sur les interactions plantes-bactéries (Jones 
& Dangl, 2006). Ce modèle a été récemment étendu aux interactions plantes-oomycètes (Hein 
et al., 2009) (FIGURE 2). Selon ce modèle, la MTI mise en place par les plantes a conduit à 
l’émergence de parasites produisant des effecteurs capables de supprimer cette ligne de 
défense et d’induire l’ETS. L’émergence des effecteurs a sélectionné les plantes possédant des 
gènes R capables de les reconnaitre et d’induire l’ETI. Ce nouveau niveau de défense a 
provoqué l’émergence de nouvelles souches de parasites porteuses de gènes d’avirulence 
conduisant à l’ETS2, ce qui engendra l’ETI2 et ainsi de suite. La co-évolution se traduit par 
une diversification des effecteurs chez les pathogènes qui sont présents dans des zones 
génomiques à évolution rapide (Haas et al., 2009; Raffaele et al., 2010), ainsi qu’à une 
diversification des protéines R chez les plantes, augmentant le nombre de cible reconnues 
(Clark et al., 2007). La MTI serait donc un système de défense ancestral et l’ETI une évolution 
plus récente. Le caractère ancestral de la MTI est associé à une faible spécificité des PRR 





chez l’arabette où le récepteur AtFLS2 est capable de reconnaitre les peptides flg22, CLV3p 
acteur de la maintenance du SAM (Shoot Apical Meristem) (Jun et al., 2007), et de nombreux 
variants de Ax21 (Danna et al., 2011).  
4. Les limites du modèle du zig-zag 
 Tout modèle possède ses limites et celui du zig-zag n’échappe pas à la règle ce qui a été 
revu par Thomma et al., 2011. La distinction entre les MAMP et les effecteurs est souvent 
remise en cause. En effet, les MAMP sont définis comme des motifs moléculaires conservés 
et largement répandus chez les microbes, jouant un rôle dans l’adaptation et la survie du 
parasite, contrairement aux effecteurs qui sont décrits comme des molécules secrétées, 
spécifiques à un groupe restreint de parasites, impliquées dans la virulence du parasite. 
Cependant, la conservation des motifs MAMP entre les parasites n’est pas totale comme 
révélé par l’activité élicitrice faible de la flagelline d’Agrobacterium tumefaciens, Ralstonia 
solanacearum, Rhizobilum sp, ou des peptides Ax21 non sulfatés de certaines souches de 
Xanthomonas sp. Un autre point de contradiction porte sur la distribution des MAMP et des 
effecteurs. En effet, certains effecteurs comme les effecteurs à LysM et les NLPs (Necrosis 
and ethylene inducing peptide 1-like protein) sont largement distribués chez les champignons, 
et les bactéries, les oomycètes et les champignons, respectivement, alors que les  MAMP 
Pep13 et Ax21 sont restreints aux genres de microbes Phytophthora sp et Xanthomonas sp. 
De la même façon, l’implication dans la virulence n’est pas une caractéristique limitée aux 
effecteurs, puisque la flagelline, le peptide Ax21 et les LPS agissent sur le pouvoir pathogène 
du parasite de par leur rôle dans la mobilité, le quorum sensing et la suppression  des 
défenses, respectivement.  
La description de la MTI comme un mécanisme ancestral et conservé chez les plantes en 
opposition avec l’évolution récente de l’ETI possède également ses limites. En effet, la 
reconnaissance des MAMP elf18  et csp15 (Cold Shock Protein des bactéries (Felix & Boller, 
2002)) est restreinte à un groupe limité de plantes, les Brassicacea et les Solanaceae 
respectivement, ce qui serait plutôt en accord avec une acquisition/évolution récente. A 
contrario, la perception des Avr4, Ecp6 et Ecp2 est largement conservée chez les plantes ce 
qui serait plutôt révélateur d’une acqusition/évolution ancestrale. 
En conclusion, l’avancé des connaissances a permis d’élaboré un systéme actif de défense 
des plantes qui se structure en deux niveaux distincts, la MTI et l’ETI. Ces deux systèmes 
Figure 3. Réorganisation membranaires et réponses précoces induites par les MAMPs 
 
 
Les événements précoces de signalisation sont représentés dans le cas de la  perception de la flagelline.  La 
fixation du ligand flg22 sur le PRR FLS2 induit une association entre le PRR et d’autres RLKs comme 
BAK1, BKK1, SERK1 et SERK2. Au niveau cytosolique, les kinases BIK1 et PBS1-like (PBL) qui étaient 
associées à FLS2 et BAK1 avant la reconnaissance de flg22, sont phosphorylées et se dissocient des PRRs. 
Plus précisément, BIK1 est phosphorylé par BAK1 puis phosphoryle à son tour BAK1 et FLS2. 
Parallèlement, la kinase SCD1 associée de façon constitutive à FLS2, est nécessaire aux réponses induites 
par flg22 suggérant d’autres événements de transphosphorylations.  La reconnaissance de la flagelline 
provoque aussi la formation de complexes membranaires résistant aux détergents (DRM) au sein desquels les 
RLKs FLS2, FER, HERK ont été identifiés, tout comme les pompes à protons AHA1 et DET3. La 
signalisation mise en place passe par un influx de calcium va agir comme messager secondaire en régulant 
l’efflux de K+ et Cl-, la production d’O2-  par la NADPHoxidase RBOHD et en activant des protéines kinases 
(CDPKs, MAPKinases).  En aval ce ces événements, se produit une activation par phosphorylation de deux 
voies indépendantes des MAPKinases (MAPK4 et MAPK3/6) en réponse à la flagelline, conduisant à 
l’expression de gènes de défense.  Ce schéma de signalisation se complexifie par des interconnexions 
multiples entre les différentes voies de signalisation activées.  Par exemple, les flux ioniques provoquent une 
alcalinisation de l’apoplaste associée à une dépolarisation membranaire susceptible d’activer des canaux 
ioniques voltage-dépendants et d’amplifier les réponses observées. De la même façon, des connexions 
existent aussi entre les MAPKinases et le calcium, entre les MAPKinases et les ROS, et entre les 
MAPKinases et les CDPKs (Adapté de Segonzac and Zipfel, 2010) 
 




sont issus de la co-évolution entre les plantes et les parasites et sont sujets à une forte pression 
de sélection au sein des populations. 
B. Les voies de signalisation précoces  
1. Réarrangements membranaires  
La  reconnaissance des MAMP par les PRR induit un changement de conformation des 
récepteurs permettant l’interaction entre les PRR et des co-récepteurs (FIGURE 3). La 
formation de ces complexes protéiques ligand-dépendant est nécessaire à l’initiation de la 
cascade de signalisation responsable de la MTI. Ce phénomène a été mis en évidence dans le 
cas de la perception de flg22, elf18 et Atpep1 qui induit l’association entre, BAK1 et les les 
PRR FLS2, EFR, AtPEPR1 respectivement (Heese et al., 2007; Roux et al., 2011). L’association 
BAK1 avec ces co-récepteurs est un pré-requis pour son endocytose. Il apparait par ces 
travaux que BAK1 est un régulateur général de l’immunité. D’autres récepteurs LRR-RLK 
appartenant à la famille SERK font partie de ces complexes ligand- tels que, BKK1 (BAK1-
like1), SERK1 et SERK2, qui interviennent dans la perception de flg22 et elf18 en s’associant 
aux couples FLS2/BAK1 et EFR/BAK1 (Roux et al., 2011). Ce rapprochement de RLK permet 
des événements de transphosphorylations entre les domaines kinases intracellulaires qui sont 
à l’origine de l’activation des voies de signalisation au cours de la MTI (Segonzac & Zipfel, 
2011). 
La re-localisation des PRR et co-récepteurs, ainsi que des événements d’endocytose en 
réponse aux MAMP (Robatzek et al., 2006; Leborgne-Castel et al., 2008) suggère que la 
membrane plasmique végétale est une structure dynamique. Ces dernières années de 
nombreuses études ont porté sur la caractérisation de domaines au sein de la membrane 
plasmique, tels que les radeaux lipidiques (membranes raft) constitués de stérols et 
sphingolipides pouvant intervenir dans la fluidité membranaire. Les protéines s’associeraient 
à ces radeaux leur permettant une relocalisation membranaire. Dans le domaine animal, ces 
radeaux sont impliqués dans les mécanismes de signalisation cellulaire (Mongrand et al., 2010). 
Chez les végétaux, afin d’étudier les radeaux lipidiques, des complexes membranaires 
résistants aux détergents (DRM) sont extraits et leur nature protéique caractérisée. Ainsi il a 
pu être mis en évidence qu’un traitement avec la flagelline induit la formation de DRM 
comprenant les RLK FLS2, HER, FER, la NADPHoxidase RBOH-D, des H+-ATPase 
(AHA1-4), Ca2+ ATPase (ACA8 et 10), et de nombreuses Vacuolar-ATPases chez 
Arabidopsis (Keinath et al., 2010). Le phenotypage des mutants correspondants a mis en 
évidence une altération des réponses précoces de défense associée à une modification de la 





résistance à la bactérie P. syringae, ce qui confirme que les protéines présentes au sein des 
DRM jouent un rôle dans l’immunité végétale (Keinath et al., 2010). Des études similaires ont 
été conduites sur des cellules de tabac et ont révélé la présence de protéines de signalisation 
de la défense au sein des DRM dont notamment une protéine 14-3-3, impliquée dans la 
signalisation calcique, qui se relocalise dans ces complexes membraniares suite à un 
traitement à la cryptogéine, élicitine purifiée à partir de l’oomycète Phytophthora cryptogea 
(Morel et al., 2006; Stanislas et al., 2009). Ces résultats sont  en accord avec les observations 
indiquant que les rémorines, protéines à domaine colied-coils en carboy-terminal et 
marqueurs des DRM, sont impliquées dans les interactions plantes-microorganismes (Jarsch & 
Ott, 2011). 
L’ensemble de ces observations fait du dynamisme membranaire un événement clé de la 
signalisation de l’immunité. 
 
2. Les flux ioniques et la dépolarisation membranaire  
La perception d’éliciteurs se traduit par une dépolarisation membranaire consécutive à des 
efflux d’anions (Cl-, NO3-) concomitant à des influx de cations (Ca2+, H+) dès les premières 
minutes d’ élicitation (Felix et al., 1999; Kunze et al., 2004; Huffaker et al., 2006). La 
dépolarisation membranaire conduit à l’activation de canaux ioniques voltage dépendant 
(Pelissier et al., 1986) et requiert un influx calcique comme mis en évidence dans le cas des 
réponses observées par les PRR EFR et FLS2 (Jeworutzki et al., 2010). 
Le calcium joue le rôle de messager secondaire dans les réponses de l’immunité. Chez les 
végétaux, l’homéostasie calcique est maintenue grâce à un système d’efflux/influx. L’influx 
calcique dans le cytosol est assuré par des canaux membranaires ou endomembranaires. Les 
variations calciques cytosoliques, liées à un influx de calcium, sont rapidement détectés en 
réponse à des PAMPS (Lecourieux et al., 2006). L’intensité et la cinétique de l’influx calcique 
(signature calcium) déterminera la spécificité de la réponse (Aslam et al., 2009). Il n’est pas 
encore clairement établi si les efflux calciques sont régulés au cours des réponses de 
l’immunité. La cascade de signalisation calcique est ensuite assurée par des décodeurs du 
signal calcique représentés par un pool de protéines capables de lier le calcium : les 
calmodulines (Du et al., 2009), les protéines kinases dépendante du calcium (CDPK) (Boudsocq 
et al., 2010), la NADPHoxidase (RBOH) (Ogasawara et al., 2008; Dodd et al., 2010). Les pools 
de calcium réquisitionnés proviennent essentiellement de l’apoplasme, de la vacuole et du 
reticulum endoplasmique. Des fluctuations calciques ont également été observées dans le 





noyau plusieurs dizaines de minutes après après élicitation de cellules de tabac avec différents 
éliciteurs (élicitines, flagelline, OGA, laminarine) (Lecourieux et al., 2005). Ces variations 
calciques nucléaires sont impliquées dans la mise en place de la défense et notamment de la 
mort cellulaire progammée en réponse aux sphingolipides d-erythro-sphinganine (DHS) 
(Lachaud et al., 2010). Bien que cruciaux dans la mise en place de l’immunité, les mécanismes 
d’initiation des flux ioniques ne sont pas encore identifiés, cependant des travaux récents ont 
montré une activité guanylyl-cyclase du récepteur AtPEPR1 susceptible d’activer le canal 
calcique CNGC2 (Cyclic Nucleotide Gated Chanel) ce qui est corrélé à un élévation du pool 
calcique intracellulaire (Qi et al., 2010). 
3. Les espèces activées de l’oxygène et le monoxyde d’azote 
La cascade de signalisation se poursuit dans le temps par une production d’espèces 
activées de l’oxygène (ROS), O2.-, H2O2 et du monoxyde d’azote (NO). La production de ROS 
est observée au cours de la MTI en réponse à de nombreux éliciteurs comme la flagelline, la 
chitine, la harpine, les LPS, les OGA (Felix et al., 1999; Krause & Durner, 2004; Kaku et al., 
2006; Galletti et al., 2008) mais aussi suite à la reconnaissance de protéines d’avirulence lors de 
l’ETI (Avr9, AvrRPM1) (Piedras et al., 1998; Torres et al., 2002). Une production de ROS 
biphasique est observée au cours de l’interaction avec des agents pathogènes (Baker & Orlandi, 
1995). La première phase (phase I) est transitoire, se produit dès le contact avec le parasite, au 
cours d’interactions compatibles ou incompatibles, et est donc caractérisée de non spécifique. 
La deuxième phase (phase II) est observée plusieurs heures après l’élicitation,  uniquement 
lors d’interactions incompatibles et est associée à la reconnaissance spécifique (ETI) de 
l’agent pathogène (He et al., 1993). Les origines des ROS sont diverses : l’apoplasme, via des 
peroxidases pariétales et la NADPHoxidase pariétale RBOH (Respiratory Burst Oxydase 
Homolog) qui produit l’ion superoxide O2.- transformé en H2O2 par la superoxide dismutase 
(SOD), la mitochondrie et le chloroplaste suite à la respiration et à la photosynthèse, 
respectivement. Le taux de ROS est régulé négativement par des enzymes qui dégradent 
l’H2O2 (catalases et ascorbate peroxidases) ou des molécules antioxidantes (glutathione, 
tocopherol et ascorbate). Des approches de génétique inverse menées chez Arabidopsis ont 
révélé l’importance de différentes sources de ROS dans la défense. Les isoformes D et F de la 
RBOH sont les principales enzymes responsables de la production de ROS mesurée en 
réponses aux parasites (Torres et al., 2002), alors que seule l’isoforme D est impliquée dans la 
réponse à la flagelline et à la cryptogéine (Simon-Plas et al., 2002; Zhang et al., 2007). Les 
peroxidases pariétales interviennent dans la production de ROS induite par des agents 
Figure 4. Rôle des ROS dans la défense 
 
 
Les interaction plantes-parasites se caractérisent par une production de ROS biphasique, avec une première 
phase précoce et non spécifique, et une deuxième phase plus tardive et résultante de la reconnaissance de 
protéines d’avirulence. Les ROS sont produits dans l’apoplaste via la NADPHoxidase et des peroxidases 
pariétales, et dans le cytosol en tant que produits dérives de la photosynthèse et la respiration au niveau des 
chloroplastes et de la mitochondrie, respectivement. La production de ROS est régulée positivement par le 
calcium et les MAPKinases, qui sont eux mêmes activées par les ROS, conduisant à une amplification de la 
production de ROS. La cellule régule la synthèse de ces composés nocifs par l’action d’enzymes (peroxidases, 
SOD, catalase) ou des molécules aux effets anti-oxydants (ascorbate, glutathione, tocopherol). Les ROS 
agissent sur différents aspects de la défense : ils induisent un renforcement pariétal, l’expression de gènes de 
défenses en modifiant le status redox de facteurs de transcription ou en activant la voie des MAPKinases, 
l’accumulation de l’hormone de défense acide salicylique (SA), la synthèse de composés antimicrobiens. Les 
ROS interviennent aussi dans le transport vésiculaire, et la mise en place de la réponse hypersensible en 
stimulant la synthèse de NO et la peroxidation de lipides membranaires (d’après Torres, 2010). 




pathogènes virulents et avirulents (Bindschedler et al., 2006). Ces observations montrent que 
diverses sources de ROS existent, chacune jouant un rôle important dans la résistance aux 
parasites. La production de ROS en réponse à des agents pathogènes et/ou MAMP/DAMP 
requiert un influx calcique cytosolique continu. Ainsi l’inhibition de [Ca2+]cyt  par des 
approches pharmacologiques bloquent la production de ROS en réponse a flg22 (Ranf et al., 
2011). Ces observations sont en accord avec la présence de deux domaines EF-hand 
cytoplasmiques au sein de la NADPHoxidase pariétale RBOH, capables de lier le calcium et 
impliqués dans l’interaction avec une Rac GTPase, régulatrice de l’activité de l’enzyme (Wong 
et al., 2007). Cette enzyme possède aussi des sites de phoshorylation qui sont les cibles de 
CDPK (Calcium Dependent Protein Kinase), kinases dont l’activité est régulée par le calcium 
(Kobayashi et al., 2007; Ogasawara et al., 2008; Boudsocq et al., 2010). Le calcium peut 
également intervenir via des protéines 14-3-3, liant le calcium et contrôlant de nombreuses 
fonctions physiologiques, qui sont impliquées dans la régulation de la production de ROS en 
réponse à la cryptogéine (Elmayan et al., 2007). L’interconnection ROS/Ca2+ est également 
appuyée par les récents travaux sur les mutants rbohD d’A. thaliana, incapables de produire 
un deuxième flux calcique en réponse a la flg22. Ceci suggère l’existence d’un rétrocontrole 
sur les flux calciques assuré par les ROS (Ranf et al., 2011).  
Les ROS ont de mutliples fonctions dans l’immunité végétale (FIGURE 4). Ils agissent 
directement sur le parasite de par leur caractère toxique limitant ainsi leur développement, ou 
indirectement en induisant chez le végétal la synthèse de composés antimicrobiens comme les 
phytoalexines (Thoma et al., 2003). Les ROS sont également des médiateurs du renforcement 
de la paroi  végétale via le cross-linking de glycoprotéines (Bradley et al., 1992) et la synthèse 
de lignine et subérine (Hückelhoven, 2007). Ces molécules hautement réactives sont aussi 
impliqués dans la signalisation cellulaire de l’immunité: elles induisent les flux ioniques 
précoces, la phosphorylation de MAPKinase (Kovtun et al., 2000), la signalisation hormonale 
de l’acide jasmonique via l’oxydation de lipides (Montillet et al., 2005), et la transcription de 
gènes (Mou et al., 2003). Enfin, les ROS sont aussi associés à la réponse hypersensible, mort 
cellulaire programmée visant à limiter la propagation du parasite (Mur et al., 2008). L’absence 
de production de ROS chez les lignées mutantes aboutit à des effets différents sur la 
résistance aux agents pathogènes, dépendant de l’agent infectieux testé, ce qui est révélateur 
de l’implication des ROS dans des voies de signalisation complexes et variées (Torres et al., 
2002; Yoshioka et al., 2003; Galletti et al., 2008).  





Le monoxyde d’azote (NO) est un autre messager de l’immunité végétale. La perception 
des MAMP LPS, flg22, PGN, INF1 induit une synthèse de NO (Zeidler et al., 2004; Gust et al., 
2007; Asai et al., 2008) et une réponse biphasique, au profil similaire à la production de ROS, 
est observée suite à la reconnaissance de parasites avirulents (Delledonne et al., 1998). 
L’origine du NO chez les plantes reste méconnue et implique différentes voies de synthèses : 
une voie dépendante de la nitrate réductase (NR) qui catalyse la réduction de nitrite en 
utilisant NADPH comme donneur d’électron, et une voie L-arg-dépendante similaire à celle 
observée chez les animaux et faisant intervenir une NOS (NO Synthase). Cependant, aucun 
homologue de NOS n’a été identifié chez les plantes bien que des activités NOS aient été 
mises en évidences chez différentes espèces végétales. En termes d’activités biologiques, le 
NO a la particularité de modifier les protéines en induisant une S-nitrosylation des cystéines 
des protéines, et la nitration des Tyr. Son action sur l’immunité végétale se traduit par 
l’induction de la synthèse de phytoalexines et de composés antimicrobiens, l’activation de la 
voie des MAPKinases (Asai et al., 2008), l’expression de gènes (Delledonne et al., 1998) et la 
mise en place de la HR en coordination avec les ROS (Delledonne et al., 2001). La signalisation 
induite par le NO repose sur une mobilisation de pool de calcium extracellulaire et/ou 
intracellulaire via les seconds messagers cGMP et cADPR qui activent les canaux de type 
CNGC et les récepteurs ryanodines (RYRs) respectivement (Besson-Bard et al., 2008). Cette 
hypothèse est basée sur des approches pharmacologiques utilisant des inhibiteurs de RYR et 
des antagonistes au cADPR qui ont conduit à une inhibition des réponses induites par le NO 
sur cultures cellulaires de tabac (Klessig et al., 2000). Le calcium intervient également en 
amont de la synthèse de NO, ce qui est illustré par la perte de production de NO en réponse 
aux LPS, observé chez le mutant cngc2 affecté dans le canal calcique CYCLIC 
NUCLEOTIDE GATED CHANNEL 2 (Ali et al., 2007). 
4. L’activation de protéines par phosphorylation : Kinases et MAP-Kinases 
La reconnaissance du parasite par les PRR déclenche une cascade de phosphorylation qui 
active de multiples cibles cellulaires (Benschop et al., 2007; Nühse et al., 2007). Dans le cas de la 
flagelline par exemple, tout débute par des événements de transphosphorylations entre FLS2 
et d’autres RLK (BAK1, BKK1) suite au réarrangement membranaire induit par la liaison de 
flg22. Des protéines kinases cytosoliques, BIK1 (Botrytis Induced Kinase 1) et SCD1 
(Stomatal Cytokinesis-Defective 1) font également partie du complexe de perception et 
interviennent dans la transduction du signal : BIK1 interagit avec FLS2 et BAK1, SCD1 
s’associe au couple FLS2/BAK1 (Zhang et al., 2007; Korasick et al., 2010; Lu et al., 2010).  





La mise en place de complexes de perception est suivie dans le temps par l’activation de la 
voie des MAPKinases (Mitogen Associated Protein Kinase). Cette voie de signalisation se 
caractérise par des MAP3K qui, une fois activées par phosphorylation, phosphorylent à leur 
tour des MAP2K conduisant à la phosphorylation de MAPKinases. Parmi les 60 MAP3K, 10 
MAP2K et 20 MAPK identifiées chez Arabidopsis, les MPK3/6 et MPK4 jouent des rôles 
prépondérant dans la mise en place des défenses (Rodriguez et al., 2010). L’action des 
MAPKinases sur la défense se fait via l’interaction avec d’autres MAPK ou avec des facteurs 
de transcription, comme illustré par la régulation négative des défenses exercée par la MPK4 
qui séquestre le facteur de transcription WRKY33 dans un complexe ternaire nucléaire 
MKS1-MPK4-WRKY33 (Qiu et al., 2008).  
L’action des MAPKinases sur la mise en place de l’immunité est contrebalancée par 
l’activité de protéines phosphatases capables de déphosphoryler les cibles des MAPKinases. 
Cette régulation indirecte de l’activité des MAPKinases est dépendante du calcium comme 
illustré par l’exemple de la MAPKinase Phosphatase MKP1, régulateur négatif des réactions 
de défense induites par MPK6 (Anderson et al., 2011), qui interagit avec des calmodulin via 
deux CaMBD (calmodulin binding domain) (Lee et al., 2008). Il existe également des 
interconnexions entre la production d’espèces réactives de l’oxygène/NO et les MAPKinases. 
Par exemple, les ROS régulent positivement les MAPKinases MPK3 et MPK6 par 
l’intermédiaire de la kinase OXI1 (Oxidative Signal Inducible 1) (Rentel et al., 2004). Des 
expériences d’activation constitutive et de silencing de MAPKinases ont mis en évidences que 
les MAPKinases SIPK/NTF4 et NTF6 agissent positivement sur la production de ROS et de 
NO chez le tabac (Yoshioka et al., 2003; Asai et al., 2008). 
En conclusion, les différentes voies de signalisation précoces induites par la perception des 
parasites (flux ioniques, événements de phosphorylation, production de ROS et de NO, 
activation de la voie des MAPKinases) sont fortement interconnectées avec le calcium comme 
régulateur central. 
  
Figure 5. Profil transcriptionnel de l’immunité 
 
 
Exemple illustrant une visualisation sous Mapman (Thimm et al. 2004) des changements transcriptionnels 
globaux chez A. thaliana suite à la perception de chitosan (dérivés dé-acétylés de la chitine).  Les différents 
gènes sont classés en catégories (Signaling, MAPK, PR-proteins..) et matérialisés par une case. Un code 
couleur est affecté en fonction de l’expression du gène correspondant.  
La perception de l’éliciteur induit une expression rapide de gènes PRRs, RLKs et de résistance, associée à une 
induction des composants de voies de signalisation comme les MAPKinases MPK3/6, les FT de la famille des 
WRKY principalement (WRKY22, 29,33…), la NADPHoxidase (RBOHD). D’autres changements 
transcriptionnels se produisent avec notamment l’activation de la synthèse de métabolites secondaires tels les 
indoles-glucosinolates (cytochrome P450 CYP79, CYP83 ; MYB51, ATR1/2…), les flavonoïdes (CHS), les 
phenylpropanoïdes (PAL, PAD3), l’expression de protéines PR (pathogenesis-related) à activité 
antimicrobienne (PR1, HEL, PDF1.2…). Le renforcement pariétal est assuré par l’induction de gènes codant 
notamment pour des glycosyl-hydrolases et des peroxidases. Les voies de signalisations hormonales, 
principalement celles du SA , JA et ET sont régulées via les composantes ICS1, EDS1/PAD4 ; LOX, ERF1, 
MYC2 ; ACS6 respectivement. Chaque case représente un gène des différentes catégories représentées 
(d’après Povero et al., 2011) 




C. Mise en place des réponses de défense 
1.  Régulation transcriptionnelle de la défense 
Les facteurs de transcription impliqués dans la mise en place de la défense 
L’expression de plusieurs milliers de gènes est modifiée en réponse aux parasites (Maleck et 
al., 2000; Tao et al., 2003; Thilmony et al., 2006). Cette modification globale du transcriptome est 
médiée par des facteurs de transcription variés, et permet la mise en place des réponses de 
défenses en activant le métabolisme secondaire, le trafiic vésiculaire (FIGURE 5).   
Différentes familles de FT jouent un rôle dans l’activation des défenses, pour l’essentiel on 
compte les WRKY, ERF, TGA, Whirly, Myb (Eulgem, 2005). Les WRKY sont les FT les plus 
représentés parmi les gènes induits par les MAMP flg22, chitine ou lors de la SAR et jouent 
un rôle prépondérant dans l’immunité (Maleck et al., 2000; Ramonell et al., 2002; Dong et al., 
2003; Kalde et al., 2003; Zipfel et al., 2004). Ces FT, au nombre de 74 chez Arabidopsis, 
reconnaissent la « boite W » (T)GACC/T des séquences promotrice des gènes cibles (Dong et 
al., 2003). Certains d’entre eux ont été identifiés comme des régulateurs clés de la réponse à la 
flagelline (WRKY22/29), ou de la signalisation hormonale (WRKY70) (Asai et al., 2002; Li et 
al., 2004). Le rôle des FT Whirly dans les réactions de défense fut révélé par l’étude du gène 
Why1. Ce FT reconnait les séquences promotrices GTCAAAAA/T, et est un médiateur 
important de la résistance chez Arabidopsis, impliqué dans la résistance basale, la résistance 
spécifique dépendante du SA et la SAR (Desveaux et al., 2004). De façon similaire, les FT de la 
famille TGA sont impliqués dans les réponses de défenses médiées par le SA dépendantes de 
NPR1. Ils interagissent avec NPR1 et interviennent dans la régulation de la SAR et de gènes 
de défense comme PR1 (Després et al., 2000; Zhang et al., 2003). Les ERF reconnaissent la 
séquence GCC des promoteurs cibles, et sont impliqués dans la régulation denombreux gènes 
de défense. L’exemple le plus probant est probablement ce lui d’ERF1 et de Pti4 dont la 
surexpression chez Arabidopsis permet de rétablir l’expression de gènes de défenses dans  des 
lignées affectées dans la signalisation hormonales de l’acide jasmonique (coi1) et de 
l’éthylène (ein2) et d’augmenter la résistance à Erysiphe orontii et Pseudomonas syringae (Gu 
et al., 2002; Lorenzo et al., 2003). Le rôle des FT Myb dans la défense est moins documenté, 
mais on sait cependant que cette famille de FT pourraient se lier au promoteur des WRKY via 
la boite GG/TTA/TGG/TT, ce qui leur permettrait d’agir sur la défense comme c’est le cas 
pour AtMYB30 qui est un médiateur de la réponse hypersensible dépendante du SA (Dong et 
al., 2003; Raffaele et al., 2006).  





Ces différentes familles de FT sont le support de la mise en place des réponses de défenses 
via l’activation de gènes clés de la défense. 
Convergence des voies de signalisation  
De nombreuses études ont permis à comparer la réponse transcriptionnelle aux éliciteurs. La 
comparaison des réponses transcriptionnelles entre flg22, elf18 et la chitine (Zipfel et al., 2006; 
Wan et al., 2008), flg22 et Avr9 (Navarro et al., 2004), flg22 et les OGA (Denoux et al., 2008), 
flg22 et les PGN (Gust et al., 2007) a mis en évidence un chevauchement significatif dans la 
réponse aux MAMP et aux effecteurs. La similitude étonnante de la réponse transcriptionnelle 
à flg22, elf18 et à la chitine suggère une convergence des voies de signalisation de la MTI où 
les MAPKinases MEKK1, MKK1, MPK3/6 semble être un point de convergence (Asai et al., 
2002; Tsuda & Katagiri, 2010). Cette similitude s’étend à la perception des DAMP puisque par 
les modifications de la transcription observées 3 heures après élicitation avec les OGA sont 
très similaire à celles induites par la falgelline 1 heure après élicitation (Denoux et al., 2008). 
Plus étonnant, 45% des gènes définis comme rapidement induits par la flagelline ou FLARE 
(Flagellin Rapidely Elicited) sont également induits par la reconaissance des effecteurs AvrB 
et AvrRPt2, rapprochant ainsi la MTI de l’ETI (Navarro et al., 2004).  
L’ensemble de ces observations est révélateur d’une forte conservation des voies de 
signalisations au sein de la MTI mais également entre la MTI et l’ETI.   
2. Modification de la balance hormonale 
La mise en place des défenses repose également sur l’activation des voies hormonales, 
représentées pour l’essentiel par l’acide salicylique (SA), l’acide jasmonique (JA) et 
l’éthylène (ET) (Pieterse et al., 2009). Le rôle des phytohormones dans la défense a été mis en 
exergue par l’utilisation du quadruple mutant d’Arabidopsis  dde2/ein2/pad4/sid2, affecté 
dans les acteurs de la voie du JA (DDE2, Delayed-dehiscence 2), de l’ET (EIN2) et du SA 
(PAD4 Phytoalexine Deficient 4 et SID2, SA induction-deficient 2). Ce quadruple mutant est 
fortement affecté dans la flg22-MTI et la AvrPt2-ETI contrairement aux simples mutants 
(Tsuda et al., 2009). Ces observations confirment que ces trois hormones sont des régulateurs 
clés de l’immunité végétale, et des progrès récents ont été réalisés dans la compréhension de 
leurs modes d’actions.  
L’acide salicylique 
L’acide salicylique est un métabolite dérivé du chorismate, produit par deux voies de 
biosynthèse : l’une impliquant la PAL (Phenylalanine Ammonia Lyase), et l’autre l’ICS 





(Isochorismate Synthase 1) et l’IPL (ICS Pyruvate Lyase) (Vlot et al., 2009). Le SA est présent 
dans la cellule végétale sous des formes conjuguées à des sucres (SA-O-β-glucosyl (SAG) via 
l’enzyme SAGT (SA glucosyl transférase)), à des acides aminés (MeSA via l’acyl-
adenylate/thioester-forming enyzme GH3.5). Le rôle du SA dans la défense a été révélé par sa 
capacité à activer l’expression des gènes PR (Pathogenesis Related) et à augmenter la 
résistance accrue aux parasites suite à des expériences d’infiltrations foliaires (Vlot et al., 
2009). Ces réponses sont fortement affectées chez des mutants d’Arabidopis de synthèse du 
SA (sid2 muté sur ICS1) ou des lignées transgéniques exprimant l’enzyme NahG qui dégrade 
le SA en catéchol (Delaney et al., 1994; Lawton et al., 1995), ce qui confirme l’implication du 
SA dans l’immunité. 
La signalisation cellulaire du SA passe par deux voies différentes corrélées à la catégorie 
de gène R activée (Vlot et al., 2009). Ainsi, la lipase-like EDS1 (Enhanced Disease 
Suceptibility 1) et son homologue PAD4 (Phytoalexine Deficient 4) agissent en amont de la 
synthèse de SA induite suite à l’activation de la MTI ou de l’ETI déclenchée par les gènes R 
de type TIR-NBS-LRR. Cette signalisation repose sur la formation d’homodimères 
cytosoliques d’EDS1, d’hétérodimères nucléo-cytoplasmiques EDS1-PAD4 et nucléaires 
PAD4-SAG101 (Senescence Associated Gene 101). Cette voie se distingue de l’accumulation 
de SA en réponse à l’activation de gène R de la famille CC-NBS-LRR qui est dépendante de 
NDR1 (Non-specific Disease Resistance 1), protéine insérée dans la membrane plasmique via 
une ancre GPI. Les voies de réponse en aval de la synthèse du SA sont majoritairement 
dépendante de NPR1 (Non-expressing PR1) aussi appelé NIM1. NPR1 est présent sous la 
forme d’oligomères cytosoliques liés par des ponts disulfures, et le changement du status 
redox cytosolique induit par le SA provoque une dissociation des complexes et une 
translocation des monomères de NPR1 réduits dans le noyau où ils activent l’expression de 
gènes. L’activation de gènes est basée sur l’interaction de NPR1 avec des facteurs de 
transcription bZIP TGA2, 5, 6, et les protéines NIMIN1, 2, 3 (NIM1-Interacting Proteins). 
D’autres FT sont impliqués dans la réponse au SA NPR1-dépendante, notamment les WRKY 
dont les WRK18, 53, 54, 70 identifiés comme des régulateurs positifs de la réponse au SA et 
les WRKY7, 11, 17, 38 et 62 comme des régulateurs négatifs. La signalisation indépendante 
de NPR1 se distingue de la précèdente par l’implication des FT WHIRLY (WHY) comme 
révélée par l’analyse du phénotype du mutant Atwhy1 (Desveaux et al., 2004), ou encore le FT 
AtMYB30, régulateur positif de la réponse au SA de façon NPR1-indépendante (Raffaele et 
al., 2006). 






La synthèse du JA est dérivée de l’acide α-linolénique et fait intervenir des acteurs de 
différentes organelles (Browse, 2009). L’acide α-linolénique est transformé en OPDA 
((9S,13S)-12-oxo-cis-10,15-phytodienoic acid) suite à l’action successive de 13-lipoxygénase, 
allène oxyde synthase (AOS) et l’allène oxide cyclase (AOC) dans le chloroplaste. Le 
processus de synthèse du JA se poursuit dans les peroxysomes par l’action de l’OPDA 
réductase, l’OPC-8 :0 CoAligase, et des β oxidations. L’acide jasmonique peut être méthylé 
conduisant au composé volatile MeJA, ou conjugué à l’isoleucine suite à l’action de JAR1.  
Cette hormone est définit comme l’hormone de défense aux herbivores et de réponse à la 
blessure (McConn et al., 1997). Elle induit l’expression de plusieurs centaines de gènes de 
défense et réprime les gènes impliqués dans le métabolisme primaire comme celui de la 
photosynthèse contrôlant ainsi la balance développement/défenses (Reymond et al., 2000).  
Le mode d’action du JA passe par la levée de la répression exercée par les FT JAZ 
(Jasmonate ZIM domain) (Browse, 2009). L’Ile-JA est la forme active du JA qui se fixe sur le 
récepteur, la protéine F-Box COI1 (Coronantine Insensitive 1), et sert d’adaptateur entre le 
complexe d’ubiquitination SCF (SK1-Cullin-F-box) et les protéines JAZ. Cela conduit à 
l’ubiquitination des protéines JAZ et à leur dégradation via le protéasome, ce qui lève la 
répression du FT MYC2 activateur de la réponse au JA, séquestré par les JAZ en absence de 
JA. La réponse à la blessure est régulée positivement par le FT MYC2 qui a un effet 
antagoniste sur l’activation de la réponse aux parasites nécrotrophes par ERF1. 
L’éthylène 
L’éthylène est synthétisé à partir de la méthionine qui est transformé successivement en S-
adenosyl-methionine par la S-AdoMet Synthase (ADS), en 1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid (ACC) par l’enzyme ACS et en éthylène par l’ACC oxygenase (ACO). Cette 
voie de synthèse est stimulée lors de stress biotiques où une induction de l’expression des 
gènes codant pour les enzymes ACO et ACS est communément observée au cours de 
l’interaction avec des parasites (Broekaert et al., 2006). 
La voie de signalisation de l’éthylène repose sur des récepteurs transmembranaires situés 
au niveau du RE (Broekaert et al., 2006). Les cinq récepteurs identifiés chez Arabidopsis , ETR 
1 et 2 (Ethylene Response), ERS1 et 2 (Ethylene Response Sensor) et EIN4 (Ethylen 
Insensitive) (Bleecker et al., 1988; Chang et al., 1993; Hua et al., 1995, 1998; Sakai et al., 1998), 
sont similaires aux systèmes à double composantes des bactéries et présentent une 





conservation de domaines transmembranaires en amino-terminal. ETR1 et ERS1 s’associent 
en homodimères liés par des ponts disulfures, et forment une poche hydrophobe qui lie la 
molécule d’éthylène utilisant un ion cuivre comme cofacteur. L’ensemble des récepteurs 
identifiés à ce jour sont des répresseurs de la voie de signalisation de l’ET qui sont inhibés par 
la liaison de l’hormone. La voie de signalisation en aval de la perception repose sur CTR1 
(Constitutive Triple Response) et EIN2. CTR1 est une protéine kinase associé au récepteur 
éthylène, impliquée dans la régulation négative de la réponse à l’ET. Suite à la caractérisation 
de CTR1, Gao et al., 2003 ont proposé un modèle selon lequel la liaison de la molécule d’ET 
par le récepteur inhibe l’activité de CTR1 ce qui active la voie de réponse à l’ET. EIN2 est 
une protéine unique du monde végétal avec un domaine C-term hydrophile impliqué dans les 
interactions protéine-protéine et un domaine N-term hydrophobe constitué de 12 domaines 
transmembranaires (Alonso et al., 1999). C’est le premier régulateur positif de la réponse à l’ET 
identifié. EIN2 est stabilisé suite à la perception de l’ET qui empêche son adressage au 
protéasome via les protéines F-box ETP1/2 (EIN2 Targeting Protein1 and 2) (Qiao et al., 
2009). L’activation de l’expression de gènes en réponse à l’ET repose sur l’inhibition de la 
dégradation des FT EIN3 par le protéasome. Le modèle proposé repose sur l’hypothèse que 
les phosphorylations observées de EIN3 en réponse à l’ET inhibent son interaction avec les F-
Box AtEBF1 et 2, ce qui réprime l’ubiquitination de EIN3 par le complexe SCF et donc son 
adressage au protéasome (Guo & Ecker, 2003). EIN3 ainsi libéré agit en se liant sous forme 
d’homodimères sur les séquences promotrice EBS (EIN3 Binding Site) et PERE (Primary 
Ethylene Response Element) des gènes cibles. Les gènes codant pour des FT de la famille 
ERF (Ethylene Response Factor) font partis des gènes activés par EIN3. Ces FT reconnaissent 
la séquence GCC des promoteurs cibles et peuvent agir comme activateurs (AtERF1, 2, 5) ou 
répresseurs (AtERF3, 4, 7, 10-12) de la réponse à l’ET (Broekaert et al., 2006).  
Les réponses de défenses induites par l’éthylène comprennent le renforcement de la paroi 
via l’accumulation d’HRGP, la synthèse de phytoalexines, l’expression de proétines dédiées à 
la défense (protéines PR) (Ecker & Davis, 1987). L’ET et le JA agissent en synergie pour 
induire l’expression de β-1,3-glucanse (PR2), chitinase basique (PR3), de défensines 
(PDFs/PR12) ou de protéines acide « hevein-like » (PR4) (Penninckx et al., 1998).  
3. Les interconnexions des voies hormonales 
Des connexions existent entre les différentes voies hormonales évoquées précédemment 
mais également avec d’autres hormones plus connues pour leur rôle dans le développement 
comme les auxines, l’ABA, et les gibbérrellines. 





Les voies du SA, JA et ET 
De façon générale  le SA et le JA sont antagonistes, alors que le JA et l’ET sont 
complémentaires (Pieterse et al., 2009). Ces relations entre les différentes voies de signalisation 
hormonales reflètent des champs d’actions différents : le JA et l’ET sont associées à la 
résistance aux parasites nécrotrophes alors que le SA est responsable de la résistance aux 
biotrophes et hémibiotrophes (Glazebrook, 2005). L’action antagoniste ou synergique des 
hormones est médiée par des nœuds de signalisation correspondant à des acteurs moléculaires 
impliqués dans plusieurs voies de signalisation hormonale. 
 Par exemple, NPR1 est un des principaux acteurs de l’antagonisme SA/JA. La protéine 
NPR1 agit au niveau nucléaire où elle régule l’expression de nombreux gènes de réponse au 
SA, notamment GRX480 et WRKY70 qui inhibent l’expression des gènes de réponse au JA; 
et au niveau cytosolique où elle intervient dans l’inhibition de la réponse au JA (Li et al., 2004; 
Ndamukong et al., 2007; Spoel et al., 2009). Cette inhibition de la réponse au JA par le SA est 
dépendante du changement de status rédox de la cellule induit par le SA, comme l'a  montré 
l’utilisation d’inhibiteur de glutathione synthase (Koornneef, 2008). 
Le chevauchement des voies du JA et de l’ET est révélé par une action synergique de ces 
deux hormones sur l’expression des gènes PDF1.2, via les FTs de la famille des ERFs. 
Cependant, le FT MYC2 qui régule positivement les gènes de réponse à la blessure induits par 
le JA, régule également négativement les gènes induits par les ERFs, agissant ainsi sur la voie 
de signalisation de l’ET. MYC2 est également le médiateur de la suppression de l’expression 
de gènes de réponse au SA par la coronatine (molécule bactérienne agoniste du JA), ce qui 
place MYC2 comme un nœud de régulation des voies du SA/JA/ET (Laurie-Berry et al., 2006). 
Il existe également un chevauchement entre les voies de la réponse à l’ET et celle du SA. 
En effet, l’ET induit de façon EIN2-dépendante, en synergie avec le SA, l’expression du gène 
PR1, marqueur de la réponse au SA (De Vos et al., 2006). A contrario, l’ET peut également 
réprimer la synthèse du SA via les FTs EIN3 et EIL-1 qui se fixent sur le promoteur de l’ICS1 
(Chen et al., 2009). 
L’intervention de l’ABA, des GA et des auxines 
D’autres hormones, comme les auxines, les gibbérellines (GA) et l’acide abscissique 
(ABA), connues pour leur rôle dans le développement de la plante, s’avèrent être également 
des médiateurs de la défense (Robert-Seilaniantz et al., 2011).  





Ainsi, les GA, en régulant la stabilité des protéines DELLA, répresseurs de l’expression de 
gènes de réponse aux GA, agissent sur la défense. L’inhibition de croissance observée en 
réponse à la flagelline est due en partie à la stabilisation des DELLAs, ce qui lie les 
gibbérellines à la MTI (Navarro et al., 2008). De plus, des mutations de DELLAs sont 
associées à une sensibilisation au SA et une perte de sensibilité au JA, ce qui indique que les 
gibbérellines sont des régulateurs positifs de la voie du SA et répriment celle du JA (Navarro 
et al., 2008). Ceci est en accord avec les travaux de Hou et al., 2010 qui ont montré que les 
DELLAs interagissent avec les répresseurs JAZs de la réponse au JA, conduisant à 
l’activation de la réponse au JA. Les DELLAs sont donc des régulateurs clés de la réponse 
hormonale au cours de la défense, et sont également stabilisées par l’ABA, l’ET de façon 
EIN3-dépendante, et les cytokinines qui inactivent les GA en induisant la GA2 oxidase alors 
que les GA et les auxines stimulent leur dégardation (Jasinski et al., 2005; Achard, 2006; Achard 
et al., 2008). 
Les auxines agissent sur la défense en inhibant l’expression de gènes codant pour la 
synthèse du JA, et en étant antagoniste au SA (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Cette 
antagonisme est réciproque puisque le SA inhibe l’expression de gènes de réponse à l’auxine 
dont le récepteur TIR1 impliqué dans la perception de l’hormone. Sachant que certains 
parasites synthétisent des auxines comme facteurs de virulence, l’inhibition de la réponse à 
l’auxine par le SA pourrait être une des causes de l’implication du SA dans la résistance au 
parasites biotrophes (Wang et al., 2007).  
L’ABA intervient de façon positive ou négative sur la résistance de la plante en fonction 
du mode de vie du pathogèn rencontré (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Ainsi Anderson et al., 
2004 ont mis en évidence que les voies de signalisation induites par l’ABA sont antagoniste à 
celles impliquées dans la réponse au JA et à l’ET, ce qui explique la résistance accrue au 
champignon nécrotrophe Fusarium oxysporum du mutant aba2 d’Arabidopsis affecté dans la 
biosynthèse d’ABA. De façon similaire, le mutant sitiens de la tomate, affecté dans la 
synthèse de l’hormone, est plus résistant à un autre champignon nécrotrophe, Botrytis cinerea 
(Asselbergh et al., 2007). L’ABA diminue également la résistance observée au cours de 
l’interaction incompatible entre le soja et Phytophthora megasperma f.sp. glycinea  (Ward et 
al., 1989). A contrario, un pré-traitement avec de l’acide abscissique augmente la résistance au 
champignon Alternaria brassicola et à la bactérie Plectosphaerella cucumerina, tout deux 
nécrotrophes (Robert-Seilaniantz et al., 2011). Ces observations reflètent la complexité du rôle 
de l’ABA dans les interactions plantes-parasites. Au niveau moléculaire, l’ABA agit sur les 
Figure 6. Les principales voies de régulation hormonale de l’immunité 
 
 
Représentation des interconnexions dans les voies hormonales régulatrices de la défense. La voie du SA est 
responsable de la résistance aux pathogènes biotrophes/hémibiotrophes. Ses composantes clés sont  EDS1 
(Enhanced Disease Susceptibility) et PAD4 (Phytoalexin-Deficient 4) qui agissent sur la synthèse du SA, le 
régulateur de la défense NPR1 (No PR1 expression) dont l’activité et la localisation cellulaire est régulée par 
le status redox. L’oxydation de NPR1 conduit à sa monomérisation et à sa relocalisation dans le noyau où il 
interagit avec les FT de la famille TGA, WRKY,  permettant l’expression des gènes marqueurs de la réponse 
au SA tel PR1. Les voies du JA et de l’ET sont impliquées dans la résistance aux parasites nécrotrophes.  Le 
JA est perçu par la F-Box protéine COI1 (Coronatine Insensitive 1) ce qui provoque la dégradation de 
répresseurs de la voie du JA, les protéines JAZs (JA Zim domain) via le protéasome. La levée de répression 
permet l’activation des facteurs de transcription MYC2, ERF1 et ORA59, et l’expression de gènes de réponse 
à la blessure ou de défense, respectivement. La voie de l’ET passe par l’activation de EIN2 (ET Insensitive 2) 
qui active EIN3 en inhibant sa dégradation via l’E3 ligase de SCFEBF1/2 . Finalement l’activation du facteur de 
transcription ERF1 (ET Responsive Factor 1) permet l’expression des gènes de réponse à l’ET. Les 
interconnexions inductrices sont représentées par des astérisques, et celles inhibitrices par des flèches barrées. 
Le schéma se complexifie avec l’intervention d’autres phytohormones telles l’ABA (Acide Abscissique) qui 
induit la voie MYC2-dépendant, l’auxine qui réprime la voie du SA et les gibberelines qui par la dégradation 
des protéines DELLA, inhibe la réponse aux nécrotrophes et induit la voie du SA. La reconnaissance de 
MAMPs/DAMPs induits l’expression de gènes (marqués d’un rond bleu) de biosynthèse/catabolisme de ces 
différentes hormones : SA (ICS1, Isochorismate Synthase 1), JA (LOX, Lipoxygenase ; AOS, Allène Oxide 
Synthase ; AOC, Allène Oxide Cyclase ;  OPR3 OPDA Reductase), ET (ACS, ACC Synthase) (d’après 
Pieterse et al., 2009). 




voies du JA et de l’ET en inhibant l’expression des gènes PDF1.2, PR4, CHI induits de façon 
synergique par ces deux hormones (Adie et al., 2007). Les interconnexions entres les voies de 
la réponse à l’ABA et à l’ET sont également illustrées par la régulation négative exercée par 
EIN2, FT impliqué dans la réponse à l’ET, sur la sensibilité des graines d’Arabidopsis à 
l’ABA (Beaudoin et al., 2000). L’ABA agit aussi sur la résistance pré-invasive puisqu’il est un 
médiateur de la fermeture des stomates, point d’entrée des parasites aériens à l’intérieur de la 
plante, suite à la reconaissance de MAMP (Melotto et al., 2006). 
L’ensemble de ces observations permet de dessiner un réseau complexe de régulation 
hormonale de l’immunité végétale, avec le JA, l’ET et le SA comme principales voies de 
signalisations auxquelles viennent se greffer l’ABA, le GA, et les auxines (FIGURE 6). 
4. Propagation de l’immunité : la SAR et l’ISR 
Les interactions entre la plante et des microorganismes bénéfiques racinaires induisent une 
résistance non-spécifique dans les tissus aériens, appelée ISR (Induced Systémique 
Résistance). Cette résistance est dépendante des voies du JA, comme illustré par les travaux 
de Pozo et al., 2008 qui ont démontré que le FT MYC2, régulateur clé de la réponse au JA, est 
nécessaire au développement de l’ISR induite par la bactérie Pseudomonas fluorescens sur 
Arabidopsis. 
Similairement, l’infection par des parasites biotrophes des parties aériennes provoque une 
résistance dans des tissus éloignés du site d’infection. Ce phénomène est appelé SAR 
(Systemic Acquired Resistance) et suggère l’existence d’un signal transféré entre les tissus 
infectés et ceux non-infectés (Vlot et al., 2008). Le MeSA, forme conjugué du SA, apparait 
comme la molécule porteuse de l’immunité à travers la plante. Le MeSA, produit par la 
SMT1 (SA Methyl Transferase 1), est une forme inactive du SA, et est transporté par le 
phloème vers les tissus non infectés où il est transformé en SA par la SBP2 (SA Binding 
Protein 2) esterase, dont l’activité est négativement régulée par le SA. Le SA ainsi libéré 
active l’immunité à distance du tissu infecté. Ce modèle a été révélé par les expériences de 
Park et al., 2007 qui ont démontré que la SBP2 est nécessaire à la SAR uniquement dans les 
tissus non-infectées. D’autres composés interviennent dans la signalisation sistémique comme 
l’acide azélaïque et le glycerol-3-phosphate chez Arabidopsis (Jung et al., 2009; Chanda et al., 
2011). 
La plante possède donc une signalisation systémique de l’immunité qui lui permet de 
mettre en alerte l’ensemble des tissus suite à une infection localisée. 





D. Mécanismes de défenses 
1. La réponse hypersensible 
La reconnaissance du parasite se traduit dans certains cas par une mort cellulaire au site 
d’infection. Cette réponse extrême est fréquemment observée au cours de l’ETI, beaucoup 
plus rarement dans le cas de la PTI où seuls la harpine, CBEL et les élicitines induisent une 
mort cellulaire. 
Classification morphologique et biochimique de la HR 
La HR possède des caractéristiques similaires à l’apoptose et à l’autophagie du monde 
animal. L’apoptose est caractérisée par un rétrécissement cellulaire accompagné d’une 
condensation de la chromatine, une fragmentation de l’ADN et des perturbations de la 
membrane plasmique pouvant conduire à la formation de « corps apoptotiques », fragments 
cytoplasmiques et de chromatine empaquetés dans une enveloppe membranaire. L’apoptose 
se différentie de la nécrose non programmée qui se traduit par un gonflement de la cellule et 
de ses organelles finissant par une lyse cellulaire. L’autophagie est un autre processus de mort 
cellulaire qui repose sur une dégradation des composants cellulaires par la vacuole aussi 
appelé « vacuolisation » (Mur et al., 2008).  
Chez les plantes, différents marqueurs de l’apoptose ont été observés au cours de la HR. La 
condensation de la chromatine associée à une fragmentation par des nucléases a été mise en 
évidence par la technique du TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP 
Nick End Labeling) qui marque les extrémités 3’ libre de l’ADN, dans différents 
pathosystèmes : niébé (Vigna unguiculata) / rouille (Uromyces vignae ) (Ryerson & Heath, 
1996), l’avoine (Avena sativa) / Colletotrichum grisea, Pseudomonas sp, Ryegrass mottle 
virus (Kiba et al., 2006), l’aubergine (Solanum melongena) / Pseudomonas sp (Yao et al., 2002), 
tomate (Lycopersicon esculentum) / Fny–cucumber mosaic virus (Xu & Roossinck, 2000), ou au 
cours de la HR induite par l’elicitine sur le tabac (culture cellulaire BY2) (Sasabe et al., 2000). 
Cependant, ces marqueurs de l’apoptose ne sont pas toujours observés au cours de la HR, 
comme lors de l’interaction entre le ris (Oryza sativa) / Pseudomonas avenae (Che et al., 1999) 
et le tabac (Nicotiana tabacum) / TMV (Tabacco Mosaïc Virus) (Mittler et al., 1997), ce 
indique que le « laddering » de l’ADN est dépendent du pathosystème testé.  
Dans le monde animal, l’apoptose est aussi marquée d’un disfonctionnement des 
mitochondries dû à la formation de pores dans la membrane ou PTP (Permeability Transition 
Pore) qui dispersent le potentiel membranaire ∆Ψm. Ce dysfonctionnement conduit à une 
Tableau 2. Classification de la mort cellulaire végétale 
 
Les caractéristiques morphologiques et biochimiques de la mort cellulaire végétale de type « vacuolaire » et 
« nécrose » sont listées d’après les définitions établies par Van Doorn et al., 2011. L’astérisque indique les 
marqueurs absents de la HR. VPE (Vacuolar Processing Enzymes), MMP (Mitochondrial Membrane 
Permeabilisation), ATP (Adenosyl TriPhosphate), ROS (Reactive Oxygen Species), RNS (Reactive Nitrogen 
Species). 




chute de la production d’ATP. La formation de PTP induit un relargage du cytochrome c et 
d’une cysteine-dependent aspartate protease (ou caspase) 9, qui forment un complexe 
« apoptosome » à l’origine d’une cascade protéolytique impliquée dans la mort. Chez les 
plantes, le développement de la mort cellulaire au cours de l’immunité s’accompagne dans 
certains cas de marqueurs du dysfonctionnement de la mitochondrie. Par exemple, la mort 
cellulaire induite par l’expression du transgène AvrPt2 chez Arabidopsis s’accompagne d’une 
perte du ∆Ψm provoquée par la formation de PTP (Yao et al., 2004), la harpine induit une chute 
de la production d’ATP chez le tabac (Xie & Chen, 2000) et un relargage du cytochrome c est 
induit par l’application de harpine,  victorine (toxine fongique) ou pendant la HR induite par 
Pseudomonas syringae pv tabaci sur l’aubergine (Curtis & Wolpert, 2002; Krause & Durner, 
2004; Kiba et al., 2006). Cependant comme aucun  apoptosome n’a été observé jusqu’à présent 
chez les plantes, le relargage du cytochrome c, conséquence de la formation de PTP, est 
probablement dissocié de la HR. 
Les caspases, cystéine protéases acide aspartique-spécifique, sont les acteurs de la mort 
cellulaire programmée animale. Chez les plantes, malgré l’absence de la forme canonique des 
caspases, l’utilisation d’inhibiteurs de caspases a mis en évidence l’existence de caspase-like 
impliquées dans la HR (del Pozo & Lam, 1998). Récemment, les travaux de Coll et al., 2010 ont 
démontré que les métacaspases AtMC1 et AtMC2, cystéines protéases  arginine/lysine-
spécifiques identifiées chez Arabidopsis, sont deux régulateurs de la HR induite lors de l’ETI. 
La HR présente également des caractéristiques associées à l’autophagie où la vacuole est 
l’acteur central de la mort cellulaire. Par exemple, les VPEs (Vacuolar Processing Enzyme) 
qui présentent des similitudes avec les caspases animales, sont des acteurs important de la HR 
comme démontré par des expérience de silencing chez le tabac et Arabidopsis (Hatsugai et al., 
2004; Rojo et al., 2004). Ces protéases sont soupçonnées d’intervenir dans le clivage du 
tonoplaste, source d’enzymes hydrolytiques. Les similitudes entre la HR et l’autophagie ont 
été renforcée par les résultats de Hofius et al., 2009 qui ont mis en évidence que les gènes ATG 
(Autophagy) 7 et 9 sont nécessaire de la HR EDS1-dépendante, observée lors des réactions 
incompatibles. 
L’ensemble de ces observations suggère une évolution et une diversification de la mort 
cellulaire programmée chez les plantes, qui se distingue de celle observée chez l’animal. Afin 
de simplifier la nomenclature, van Doorn et al., 2011 proposent deux catégories de mort 
cellulaire végétale : « vacuolaire » et « nécrotique » (TABLEAU 2).  





Les acteurs de la HR 
Les voies de signalisation menant à la HR ont été analysées essentiellement dans le cas de 
l’ETI. La mort cellulaire induite par des gènes R fait intervenir plusieurs nœuds de régulation. 
La mort induite par les récepteurs CC-NBS-LRR est dépendent de NDR1 alors que celle 
induite par les TIR-NBS-LRR requiert EDS1/PAD4. Cependant, ces deux voies de 
signalisation convergent vers le complexe RAR1/SGT, nécessaire pour la HR (Shirasu & 
Schulze-Lefert, 2003). Un autre élément de signalisation a été découvert par l’isolation du 
mutant d’Arabidopsis lesions simulating disease 1 (LSD1) montrant une propagation 
anormalement importante de la HR lors de l’interaction avec des bactéries avirulentes. LSD1 
interagit avec le FT AtbZip10 et la métacaspase AtMC1, régulant négativement la HR 
probablement en sequestrant des régulateurs clés hors du noyau (Coll et al., 2011). 
La HR repose en grande partie sur deux compartiments cellulaires : la mitochondrie et le 
chloroplaste, avec le calcium, les ROS et le NO comme régulateurs généraux (FIGURE 7A).  
La nécessité du calcium pour à la mise en place de la HR fut révélée par l’utilisation 
d’inhibiteur de canaux calciques mais également par l’isolation de mutant d’Arabidopsis 
defence no death (dnd1) affecté dans le canal calcique CNGC2 (Ali et al., 2007).  
Les ROS sont un autre acteur important de la HR. En effet, un choc oxydant précédant la 
mort cellulaire est communément observé et l’utilisation d’antioxydant retarde la mise en 
place de la HR. Le mode d’action des ROS dans la réponse hypersensible reste méconnu mais 
pourrait consister à la peroxidation lipidique. L’ion hydroxyle (.OH) peut réagir avec les 
protons de phospholipides générant un radical lipidique et conduisant à une cascade de 
réactions radical lipidique - lipide hydroperoxide (LOOH) à effet délétère sur les membranes. 
Les ROS peuvent aussi agir en modifiant le status redox d’antioxidants comme la glutathione 
(GSH) et l’ascorbate, ce qui expliquerait que le mutant d’Arabidopsis vtc1 (low vitamin C) 
montre un phénotype de mort cellulaire spontanée associé à une faible teneur en acide 
ascorbique (Pavet et al., 2005).  
L’origine des ROS impliqués dans la HR pourrait se localiser dans les chloroplastes qui, 
soumis à une trop forte intensité lumineuse ou EEE (excess excitation energy), relarguent des 
ROS. Ainsi, il a été mis en évidence que le mutant lsd1, affecté dans la répression de la HR, 
est également affecté dans la dissipation de l’EEE à cause d’une ouverture de stomate limitée 
qui provoque une chute rapide de CO2  et limite la photorespiration, processus permettant 
d’éviter l’accumulation d’énergie dans le cholorplaste. Ces observations ont été corrélées avec 
 
Figure 7. Mécanismes sous-jacents de la réponse hypersensible (HR) 
 
A) Régulateurs et effecteurs de la HR. La HR se caractérise par un gonflement précoce de la mitochondrie 
associée à un dysfonctionnement de l’organelle, une rupture des chloroplastes, une condensation et une 
fragmentation de l’ADN, et des événements de vacuolisations. Ces événements sont la conséquence d’une 
accumulation de ROS et d’une activation de la métacaspase 1 (AtMC1). L’accumulation de ROS induit 
par l’ETI et la MTI via la NADPHoxidase est amplifiée par l’altération des chloroplastes et de la 
mitochondrie, sources de ROS. Parallèlement, la reconnaissance de protéines d’avirulence par les gènes R 
conduit à l’activation de AtMC1, nécessaire à la mise en place de la mort cellulaire. Cette voie de 
signalisation implique aux moins deux autres acteurs : LSD1 qui interagit avec AtMC1, et AtMC2 
régulateur négatif de la mort. (Coll et al., 2011) 
 
B)  Rôle central de la mitochondrie dans la HR. Les signaux de mort de la HR que sont le NO, les ROS, le 
SA sont intégrés par la mitochondrie et déclenchent son dysfonctionnement. Le potentiel membranaire de 
la mitochondrie est affecté par la formation de PTP (Permeability Transition Pore) qui est induite par une 
augmentation de la concentration intracellulaire des ROS et de calcium. La formation de PTP est associée 
au relargage de cytochrome c, qui chez les plantes n’est pas impliqué dans la formation de 
« caspasomes ». La chaine de transport d’électrons est affectée par le SA et le NO. Le SA induit 
l’expression de l’AOX (Alternative Oxydase) qui dévie le flux d’électrons et provoque une perte 
d’énergie. Cette hormone provoque également à faible concentration une inhibition de la NADH 
déshydrogénase et à forte concentration, un découplage entre le flux d’électrons et la production d’ATP. 
Ces événements, associés à l’inhibition de l’activité du complexe IV par le NO, provoquent une forte 
chute de la production d’ATP, véritable marqueur de la HR.  ΔΨm : potentiel membranaire, TCA : 
Tricarboxylic Acid Cycle (Adapté de Mur et al., 2008). 
 
A) B)




le phénotype de propagation de la mort (Mateo et al., 2004). Les chloroplastes peuvent 
également intervenir dans la HR via des catabolites dérivés de la chorophylle comme la 
prophyrine, capables de capter l’énergie lumineuse et de la transférer à l’eau générant de l’O2, 
molécule très réactive pouvant provoquer de nombreux dommages cellulaires. Ce phénomène 
explique probablement le phénotype de mort cellulaire spontanée de mutants d’Arabidopsis 
affectés dans la synthèse ou la dégradation de la porphyrine (acd1, acd2) (Mach et al., 2001; 
Tanaka et al., 2003) et le fait que l’application exogène de protoprophyrine provoque le 
laddering de l’ADN et un disfonctionnement des mitochondries, deux marqueurs de la HR 
(Yao et al., 2004). Ces observations font de la protéine chloroplastique EXECUTER 1, 
régulateur de la mort cellulaire induite par l’O2, un agent de controle potentiel de la HR 
dépendante du chloroplaste (Wagner et al., 2004). 
Le NO agit en association avec les ROS dans la mise en place de la HR. L’utilisation de 
plante transgénique exprimant des nitric oxide dioxygénase ou flavohaemoglobines 
bactériennes, qui réduisent le niveau de NO de la plante, a démontré que le NO est un 
régulateur important de la HR (Boccara et al., 2005). La production de NO est concomitante à 
celle des ROS et ces molécules pourraient agir en synergie lors de la HR (De Pinto et al., 2002) 
ou compenser l’une l’autre (Zago et al., 2006). La mort cellulaire accentué du double-mutant 
lsd1-1/rbohD comparé au mutant lsd1-1 suggère également que la HR est contrôlé par la 
balance entre les ROS et le NO (Torres et al., 2005). 
L’ensemble des signaux de mort cités précédemment (Ca2+, ROS, NO) et l’acide 
salicylique pourraient être intégrer au niveau de la mitochondrie, où ils induisent la formation 
de PTP et modifient la chaine de transport d’électrons, conduisant au  dysfonctionnement de 
l’organelle, événement marqueur de la HR (FIGURE 7B). 
 
2. Le renforcement de la paroi 
Un mécanisme de défense communément observé consiste en un renforcement de la paroi 
au site d’infection (Hückelhoven, 2007) (FIGURE 8). Ce renforcement aussi appelé « papillae » 
est constitué de callose, de lignine, d’extensines, protéines structurantes qui par la formation 
de liaisons inter et intra-moleculaires solidifient la paroi.  
La formation de callose, β-1,3-glucanes de hauts poids moléculaires, se produit suite à une 
blessure ou à une attaque par les pathogènes et intervient en bouchant les trous dans la paroi 
causés par ces différents stress. La synthèse de ce composé se fait par la GLS5/PMR4 (Glucan 
Figure 8. De la reconnaissance du parasite au renforcement pariétal 
 
La voie de signalisation menant au renforcement pariétal ou CWA (Cell Wall Apposition) est schématisée 
dans le cas de l’interaction avec un parasite fongique. Le champignon franchie la cuticule et la paroi grâce à la 
formation d’un appressorium, structure exerçant une forte pression sur le tissu végétal. L’infection se poursuit 
par la formation d’un haustorium, structure entre la cellule végétale est le champignon. Ces événements sont 
associés à un relargage d’enzymes de dégradation de la paroi (CWDE, Cell Wall Degrading Enzyme) qui 
agissent sur la paroi en libérant des DAMPs. Ces signaux sont reconnus par la plantes, au même titre que les 
MAMPs et induisent des réarrangements membranaires focalisés sur le site d’infection, ce qui regroupe les 
éléments de signalisation impliqués dans la résistance à la pénétration. L’expression d’inhibiteurs de CWDE 
(PGIP, XIP), de peptides antimicrobiens (protéines PR) et de métabolites impliqués dans le renforcement de la 
paroi (lignine, callose, extensines) est ainsi activée. Finalement, ces composants sont délivrés dans l’apoplaste 
par transport vésiculaire. (d’après Hückelhoven, 2007) 
 




Synthase 5/Powdery Mildew Resistant 4) et est importante pour la résistance pré-invasion 
(Nishimura et al., 2003). 
La lignine est un composant hydrophobe qui rend les parois secondaires imperméables à 
l’eau. Une hyperlignification est observée chez de nombreux mutants affectés dans la 
synthèse de cellulose et en réponse aux parasites (Hématy et al., 2007), ce phénomène joue 
également un rôle dans la résistance à la pénétration de parasites fongiques (Bhuiyan et al., 
2009).  
Les extensines sont des HRGP (Hydroxy Proline Rich Glycoprotein) qui structurent la 
paroi en créant des connexions entre ses différents composants (Cannon et al., 2008) ce qui 
explique que leur surexpression chez Arabidopsis augmente la résistance aux parasites (Wei & 
Shirshat, 2006). 
 
3. Production de composés anti-microbiens 
Métabolites secondaires 
Les plantes produisent toute une batterie de métabolites secondaires, molécules dérivées du 
métabolisme primaires qui ont peu d’influences sur la croissance et le développement de la 
plante mais qui jouent un rôle crucial dans l’interaction avec d’autres organismes (Pedras & 
Yaya, 2010). On distingue deux catégories de métabolites secondaires impliqués dans 
l’immunité, ceux produits de façon constitutive (phytoanticipines) ou ceux synthétisés de 
novo et qui s’accumulent au site d’infection au cours de l’interaction avec le parasite 
(phytoalexines) (Field et al., 2006). Les glucosinolates sont des phytoanticipines largement 
étudiées qui deviennent toxiques après leur transformation par des β-thioglucosidases 
(myrosinases) qui se déroule probablement suite à la dégradation du tissu végétal au cours de 
l’interaction avec le parasite (Mikkelsen et al., 2002). La camalexine est la plus célèbre des 
phytoalexine produites par les crucifères (Pedras et al., 2000). Elle appartient à la famille 
chimique des indoles alkaloïdes dont la synthèse est dérivée du tryptophane, ce qui est 
également le cas des  glucosinolates (Hansen & Halkier, 2005). 
Les protéines PR (Pathogenesis-related) et les inhibiteurs d’enzymes 
Les protéines PR (pathogenesis-related) font parties des protéines végétales détetctées 
uniquement au cours d’interactions avec les parasites, et ont fait l’objet de nombreux travaux 
d’études (Sels et al., 2008). Pas moins de 17 familles de protéines PR ont été identifiées dans 
diverses familles de plantes, et les activités biologiques ont été mises en évidence pour la 





plupart d’entre elles. Les PR-2 sont des β-1,3-endoglucanases, les PR-3, -4, -8 et -11 des 
chitinases, ces protéines peuvent donc agir contre les champignons (Antoniw et al., 1980; Van 
Loon, 1981; Majeau et al., 1990; Melchers et al., 1994). Des inhibiteurs de protéases ont 
également été caractérisés au sein des PR (PR-6), tout comme des oxalate oxidase (PR-15), 
des transporteurs de lipides (PR-14) qui ont une activité anti-fongique, mais aussi des 
protéines qui ciblent les membranes plasmiques telles que des défensines (PR-12), des 
thionines (PR-13) et des protéines similaires aux thaumatines (PR-5) (Dumas et al., 1995; Epple 
et al., 1995; García-Olmedo et al., 1995; Terras et al., 1995). Cet arsenal chimique permet à la 
plante de se défendre contre une large gamme de parasites comprenant les bactéries, les 
champignons, les oomycètes, les nématodes ou encore les insectes herbivores (Van Loon et al., 
2006). 
Des inhibiteurs d’enzymes comme les XIP (Xylanases Inhibitor Protein) et les PGIP 
(Polygalacturonases inhibitor Protein) sont également relargués dans l’apoplaste pour contrer 
les xylanases et les polygalacturonases des parasites, respectivement. Ces inhibiteurs 
protègent la plante de la dégradation enzymatique et participe à la génération de DAMP de 
degré de polymérisation permettant l’activation de l’immunité (Misas-Villamil & van der Hoorn, 
2008).  
Le renforcement pariétal et l’empoisonnement de l’apoplaste par des composés anti-
microbiens sont associés à une réorganisation du traffic vésiculaire végétal qui se focalise en 
direction du site de pénétration (Somerville & Somerville, 2006). Un réarrangement se produit 
également au niveau de la membrane plasmique où les protéines membranaires associées à la 
résistance à la pénétration telles PEN1 (syntaxine), PEN3 (transporteur ABC) et MLO 
(régulateur négatif de la résistance) forment des patchs autour du site d’attaque (Underwood & 
Somerville, 2008) (FIGURE 8).
 





II. La paroi végétale : plateforme de 
signalisation reliée à la défense 
 
La paroi végétale a été longtemps considérée comme une structure figée de 
polysaccharides et de protéines, donnant sa forme à la cellule végétale. Ces dernières années,  
des travaux ont mis en évidence que la paroi végétale est une structure dynamique, pouvant 
répondre à divers stimuli, et présentant des fonctions de perception et de signalisation. Dans 
ce chapitre nous présenterons dans une première partie les différents stress auxquels la paroi 
végétale est contrainte avant d’aborder les acteurs impliqués dans la réponse à ces 
pertubations. 
 
A. Modifications de la paroi par les parasites 
 
Comme évoqué dans le chapitre précédent, les plantes sont capables de percevoir des 
DAMP, qui peuvent être issus de la modification de la paroi suite au contact d’agents 
pathogènes. Par ailleurs des protéines microbiennes non-enzymatiques mais capables 
d’association avec des composés pariétaux peuvent également modifier localement son 
organisation, induisant un stress pariétal.  
1. Dégradation enzymatique des composants pariétaux  
Les microorganismes possèdent un arsenal d’enzyme de dégradation de la paroi 
pectocellulosique (cellulases, pectinases, xylanases) capables d’interagir avec les différents 
constituants de la paroi (Lagaert et al., 2009). Ces enzymes sont impliquées dans le pouvoir 
pathogène des parasites en facilitant la progression de l’agent pathogène dans les tissus 
colonisés. Les composés relargués au cours de la dégradation de la paroi peuvent induire des 
réactions de défenses (Walton, 1994; Vidal et al., 1998). L’exemple le plus étudié est 
probablement celui des OGA (oligogalacturonides) issus de la dégradation de la pectine par 
les endopolygalacturonase (PG) microbiennes. L’expression d’une PG du champignon 
Colletotrichum lindemuthianum (CLPG1) chez le tabac induit une dimunition du contenu en 
pectine de la paroi associée à l’activation des défenses (Boudart et al., 2003). De façon 
similaire, une PG du champignon Botrytis cinerea (T4BcPG1) provoque des réactions de 
défenses chez la vigne (Poinssot et al., 2003; Vandelle et al., 2006). Les OGAs purifiés induisent 





également des réactions de défenses chez plusieurs familles de plantes (tomates, vigne, fraise, 
Arabidopsis…) (Simpson et al., 1998; Aziz et al., 2007; Moscatiello, 2006). L’activité élicitrice des 
OGAs dépend du degré de méthly-esterification et de polymérisation (DP) (Osorio et al., 
2008), et le DP optimal varie en fonction de la réponse observée (Darvill & Albersheim, 1984; 
Simpson et al., 1998). De façon générale, un DP compris entre 9 et 18 est nécessaire à 
l’activation des défenses, ce qui correspond à la taille des polymères permettant la formation 
de ponts calciques entre les chaines d’acides galacturoniques ou « boites à œuf » (Kohn, 1987). 
La plante intervient dans la formation des OGAs via des inhibiteurs de polygalacturonase 
(PGIP) qui limite l’activité de l’enzyme et favorise la génération d’OGAs actifs (Cervone et 
al., 1989).  
La cellulose, constituant majeur des parois présente également une activité inductrice de 
défense. Ceci a été mis en évidence avec les cellodextrines (oligomères de β-1,4-glucose issus 
de la cellulose) qui activent un influx de calcium, la production de ROS et l’activation de 
gènes de défenses sur des cultures cellulaires de vigne (Aziz et al., 2007). 
2. Perturbation non-catalytique de la paroi : le cas des domaines 
protéiques de liaison aux carbohydrates (Carbohydrate-Binding-
Modules) 
L’arsenal des parasites compte également des protéines dépourvues d’activité hydrolase et 
capables d’affecter la structure de la paroi en se fixant aux composants pariétaux. Ces 
protéines sont dotées de domaines particuliers appelés CBM (Carbohydrate Binding 
Modules), qui possèdent une haute affinité pour les polysaccharides pariétaux. Seulement 3 
protéines de ce genre ont été caractérisés  qui se lient à la cellulose: la glycoprotéine CBEL 
(Cellulose Binding Elicitor Lectin) de l’oomycète Phytophthora parasitica (Villalba Mateos et 
al., 1997), la swollenine du champignon Trichoderma reesei (Saloheimo et al., 2002) et la 
protéine CBP (Cellulose Binding Protein) du nématode Heterodera glycines (Gao et al., 2004). 
L’éliciteur CBEL est une protéine pariétale de l’oomycète P. parasitica composée de deux 
séquences répétées, chacune contenant un domaine CBM1 associé à un domaine PAN-
APPLE. Cet effecteur à CBM1 est largement répandu chez les oomycètes puisque des 
orthologues de CBEL ont été identifiés chez différents Phytophthora sp, et des protéines de 
type CBEL-like, cractérisées par un ou plusieurs domaines CBM1 et l’absence de domaine 
catalytique, sont exprimées par l’oomycète Aphanomyces euteiches au cours de l’interaction 
avec la plante hôte Medicago truncatula (Gaulin et al., 2008). La glycoprotéine CBEL se lie à 
la cellulose de la paroi végétale et bien qu’étant dépourvue d’activité catalytique, induit des 





réactions de défense chez de nombreuses familles de plantes (Khatib et al., 2004). Les travaux 
de Gaulin et al., 2006, ont démontré que le domaine CBM1 est nécessaire pour la liaison à la 
cellulose et l’induction des défenses par CBEL. Ce domaine a la capacité d’induire à lui seul 
l’expression de gènes de défense chez Arabidopsis et le tabac ce qui indique que la plante est 
capable de le percevoir, et en fait un MAMP (Gaulin et al., 2006).  
De façon similaire, l’étude du secrétome des némaaodes Heterodera glycines, Heterodera 
schachtii et Meloidogyne incognita a permis d’identifier les protéines HgCBP, HiCBP1 et 
MiCBP1 capables de lier la cellulose (Ding et al., 1998; Gao et al., 2004; Hewezi et al., 2008). 
L’analyse fonctionnelle de HiCBP1, l’orthologue de HgCBP, suggère que cette protéine 
augmente la susceptibilité de la plante vis-à-vis du nématode en interagissant avec la 
pectinméthylestérase AtPME3 d’Arabidopsis (Hewezi et al., 2008). La protéine MiCBP1 agit 
également sur la paroi : les travaux de Qin et al., 2004 ont révélé que la séquence MiCBP1 est 
similaire à celle des expansines avec un domaine homologue au CBM2 et un second domaine 
proche des β-expansines du tabac et de l’arabette. Cette similitude structurale s’étend au 
niveau fonctionnel puisque MiCBP1 stimule l’élongation cellulaire du coléoptile de blé (Qin 
et al., 2004). L’ensemble de ces travaux indique l’existence dans le secrétome des nématodes 
de protéine non-catalytique à domaine CBM impliquées dans la modification de la paroi 
végétale. Cependant contrairement à la protéine CBEL, aucune évidence de perception de ces 
molécules par la plante n’a été apportée. 
Les travaux de Brotman et al., 2008 ont démontré que la swollenine de Trichoderma reesei 
est perçue par la plante. Cette protéine est présente en plus du domaine CBM_1, un domaine 
présentant une analogie avec les expansines végétal. Elle induit une modification de la surface 
des fibres de coton sans la libération de saccharides réducteurs, caractéristique typique de 
l’activité des expansines (Saloheimo et al., 2002). Des expériences de surexpression et de 
« silencing » chez T. reesei ont révélé que la swollenine intervient dans la colonisation des 
racines par le champignon (Brotman et al., 2008). La perception de la protéine par la plante a 
été mise en évidence par des expériences d’infiltrations foliaires d'un peptide synthétique 
correspondant au CBM1 qui ont provoqué l’induction de l’expression de gènes de défense 
chez le concombre associée à une résistance accrue aux parasites Botrytis cinerea et 
Pseudomonas syringae pv lachrymans (Brotman et al., 2008). L’ensemble de ces observations 
indiquent que la cellule végétale est capable de percevoir les modifications des composés 
pariétaux induites par des protéines non-enzymatiques et de répondre par l'induction de 
mécanismes de défense. 





B. Les acteurs de la surveillance de l’intégrité de la 
paroi pectocellulosique 
 
1. Les protéines transmembranaires 
Différentes familles de protéines membranaires sont associées à la réponse au stress 
pariétal. Parmi celles-ci, on compte les WAK (Wall Associated Kinase), les LecRKs (Lectin-
RK), les CrRLK1-like (Catharanthus roseus-RLK1-like). 
WAK (Wall Associated Kinase) : le contrôle de l’intégrité de la pectine 
Cinq récepteurs WAKs ont été identifiés chez Arabidopsis. Ces protéines sont caractérisées 
par un domaine Ser/Thr kinase intracellulaire et un domaine extracellulaire arborant des 
motifs similaires aux EGF (Epidermal Growth Factor) des vertébrés. Le rôle des WAKs dans 
la perception du stress pariétal a été suggéré par les travaux qui ont montré que WAK1 et 
WAK2  sont capables de lier des oligomères de pectine in vitro (Decreux et al., 2006). Ces 
observations sont en accord avec le fait que WAK2 est nécessaire à l’expression de gènes de 
défense en réponse à la pectine (Kohorn et al., 2009), et que l’expression de WAK1 est induite 
par la pectine alors qu’elle est réprimée par le MAMP flg22 (Denoux et al., 2008). La preuve de 
l’implication des WAKs dans la perception d’oligomères de pectine a été apportée par les 
travaux récents de Brutus et al., 2010 qui a démontré que le récepteur chimérique constitué du 
domaine extracellulaire de WAK1 couplé au domaine intracellulaire d’EFR est capable de 
percevoir les OGAs et d’activer la voie de signalisation de réponse à la pectine. Cette voie de 
signalisation pourrait faire intervenir AtGRP3 (Glycine-Rich Protein 3), protéine pariétale qui 
interagit avec le domaine extracellulaire de WAK1 (Park et al., 2001). 
 
LecRK (Lectin-RK) : acteurs du continuum paroi-plasmalemme 
Les recepteurs transmembranaires de type Lectin-RLK possèdent un domaine 
extracellulaire de type lectine, permettant la liaison de polysaccharides, ce qui fait de ces 
protéines des acteurs potentiels de l’interconnexion paroi-plasmalemme (Bouwmeester & 
Govers, 2009). Gouget et al., 2006 ont démontré que des récepteurs LecRLK lient des motifs 
RGD (Arg-Gly-Asp) de la matrice extracellulaire, et cette interaction est responsable du 
maintien de la connexion entre le plasmalemme et la paroi d’hypocotyles d’Arabidopsis lors 
de la plasmolyse des cellules. L’analyse de lignées transgéniques d’Arabidopsis lecrk-I.9 et 
35S-ipiO-1, respectivement affectées sur le récepteur LecRK-I.9 ou sur-exprimant  l’effecteur 





IPI-O de Phytophthora infestans qui arbore un motif RGD, a corroboré ces observations. En 
effet, les deux lignées montrent une augmentation du détachement membranaire lors de la 
plasmolyse comparé aux lignées sauvages, ce qui indique que LecRK-I.9 est un acteur 
primordial du continuum plasmalemme-paroi et suggère qu’il agit par la reconnaissance du 
motif RGD (Bouwmeester & Govers, 2009). 
 
Catharanthus roseus-RLK1-like : le contrôle de l'intégrité de la cellulose  
Deux types de récepteurs semblent être impliqués dans la surveillance de l’intégrité 
pariétale: les CrRLK1-like (Catharanthus roseus-RLK1-like) et les LRR-LRKs FEI1 et 2.  
Le récepteur THE1 (Theseus1), membre de la famille des CrRLK1-like, a été identifié en 
cherchant des mutations capables de supprimer le phénotype du mutant d'Arabidopsis prc1 
affecté dans le gène de cellulose synthase CesA6. La mutation the1 restaure une croissance 
normale, et supprime la dérégulation de l’expression génique et l’excès de lignification chez 
le mutant prc1 et également chez le mutant eli1, affecté dans la cellulose synthase CesA3 
(Hématy et al., 2007). Ces résultats suggèrent que THE1 pourrait être un des médiateurs des 
réponses de la plante à la perturbation de la synthèse de cellulose. L’implication des CrRLK1-
like dans la défense reste encore à démontrer mais différents faits suggèrent cette hypothèse : 
THE1 régule l’expression de gènes de défenses (Hématy et al., 2007), le gène At2g23200 
membre des CrRLK1-like est une cible potentielle de l’effecteur bactérien AvrPto (Xiang et 
al., 2008), et un autre membre des CrRLK1-like, le gène At5g39000, possède un domaine 
RGD qui est reconnu par les LecRLK qui sont eux-même reliés à l’activation des défenses 
(Gouget et al., 2006; Bouwmeester et al., 2011). Deux autres récepteurs de la même famille que 
THE1, HERCULES (HER) et FERONIA (FER) sont également impliqués dans des processus 
de régulation de l’élongation cellulaire ce qui fut démontré par le phénotype nain du triple 
mutant the1/her/fer mais leur rôle dans l’immunité n’a pas été étduié (Guo et al., 2009). 
Les récepteurs LRR-RLK FEI1 et FEI2 sont également deux acteurs possibles de la 
réponse aux stress pariétal (Xu et al., 2008). Le double mutant fei1fei2 arbore un phénotype 
similaire au mutant prc1 affecté sur de la cellulose-synthase Cesa6 : lignification 
anormalement intense, croissance isotrope, diminution du contenu en cellulose cristalline. 








2.  Les protéines associées à la membrane 
Parmi les candidats susceptibles de percevoir le stress pariétal, on compte aussi des 
protéines associées à la membrane plasmique  notamment les ArabinoGalactans Proteins 
(AGPs), les Leucine-Rich-repeat extensines (LRX) 
Les AGPs (ArabinoGalactans Proteins) appartiennent à la famille des HRGPs 
(Hydroxyproline Rich Glycoproteins) localisées dans la paroi pectocellulosique et possèdent 
généralement une ancre GPI les reliant à la membrane plasmique. Ces protéines relient le 
milieu extracellulaire à l’intérieur de la cellule en interagissant de façon covalente avec la 
paroi mais également avec le cytosquelette, ce qui en fait des acteurs du continuum 
plasmalemme-cytosquelette (Ellis et al., 2010).  
Les LRR-extensines (LRX) sont des protéines chimères avec un domaine amino-terminal 
LRR et un domaine carboxy-terminal de type extensine (Baumberger et al., 2003). Le domaine 
LRR est impliqué dans les interactions protéine-protéine alors que les extensines sont 
capables de lier différents éléments pariétaux, ce qui fait des LRX des acteurs probables de la 
signalisation pariétale. Cette hypothèse est appuyée par le fait que les LRX1 et LRX2 agissent 
sur la paroi du poil racinaire et que leur action est dépendante de la modification de 
polysaccharides pectiques (Baumberger et al., 2003; Diet et al., 2006). 
D’autres protéines sont aussi impliquées dans la liaison cytosol-paroi. Par exemple, le 
mutant cobra est affecté dans l’orientation des microfibrilles de cellulose corrélé avec un 
phénotype de croissance isotrope des cellules racinaires (Schindelman et al., 2001). COBRA est 
une protéine à ancre GPI et pourrait intervenir dans l’interaction entre le complexe de 
cellulose synthase et le cytosquelette cortical permettant ainsi une correcte orientation des 
microfibrilles. La protéine SOS5 (SALT OVERLY SENSITIVE5), associée à la membrane 
par une ancre GPI semble faire partie de la même voie de signalisation que les deux 
récepteurs FEI1 et FEI2 impliquées dans la régulation de la synthèse de la paroi (Xu et al., 
2008). Les protéines PERKs (Pro-rich extensin-like receptor kinases) pourrait aussi intervenir 
dans  la perception d’un signal pariétal via leur domaine extracellulaire de type extensine et 
dans la transmission du signal via leur domaine intracellulaire kinase (Nakhamchik et al., 2004). 
Des travaux ont d’ailleurs mis en évidence que PERK4, associée à la pectine, agit dans 
l’inhibition de l’élongation cellulaire en réponse à l’ABA (Bai et al., 2009). 
  
Figure 9. Les sentinelles du stress pariétal 
 
Modèle représentant la perception du stress pariétal chez les plantes. Différentes catégories de protéines sont 
impliquées dans la connexion paroi-plasmalemme-cytosol  et sont donc susceptibles de jouer un rôle dans la 
réponse à la modification de la paroi. Ce continuum repose sur de multiples protéines : la cellulose synthase 
intervient dans la synthèse de cellulose mais pourrait aussi agir sur la perception des modifications du 
contenu en cellulose de la paroi. Les LRR-RLK FEI1/2 agissent sur la synthèse de cellulose et cette voie de 
signalisation est probablement partagée par SOS5. De façon similaire, le CrRLK1-like THE semble être le 
médiateur du phénotype de mutants cesa, et la protéine COBRA pourrait intervenir dans l’organisation des 
microfibrilles de cellulose.  Le RLK à domaine extracellulaire lectine LecRK lie les protéine à motif RGD de 
la paroi, alors que WAK1/2, RLK à domaine extracellulaire similaire à l’EGF, et les LRX1 interagissent, 
avec la pectine. Les AGPs sont capables d’interagir avec de nombreux éléments de la paroi tout comme les 
RLK PERK possédant un domaine extensine. Le schéma est complété par les canaux sensibles aux stress 
mécanique (canaux MS comme MCA et MSL). Les connexions directes sont représentées par des flèches à 
double sens pleines, celles indirectes par des flèches en pointillées. (Adapté de Ringli, 2010; Postel and 
Kemmerling, 2009 ) 




3.  Les mécano-senseurs 
Des canaux ioniques activés par un stress mécaniques, aussi appelés canaux MS 
(MechanoSensitive), sont susceptibles de répondre aux tensions exercées sur la paroi lors de 
l’interaction avec le parasite. Les canaux MSL9, MSL10, MCA1 et MCA2 sont les seuls 
canaux MS caractérisés chez les plantes. Les canaux ioniques MSL9 et MSL10 (MscS-like 9 
et 10) identifiées chez Arabidopsis, homologues aux canaux ioniques MscS impliqués dans la 
réponse au choc osmotique chez les procaryotes, sont nécessaires aux flux ioniques induits 
par des stress mécaniques (Haswell et al., 2008) tandis que MCA1 et MCA2 (Mid1 
complementing activity) sont  associés à l’influx de calcium suite à l’étirement de la 
membrane plasmique (Nakagawa et al., 2007). 
La plante possède ainsi une batterie de récepeturs suceptibles d’intervenir dans la 
perception du stress pariétal, et l’ensemble des candidats est représenté sur la FIGURE 9.  
 






III. CBEL, un éliciteur d’oomycète non-
enzymatique, s’associant aux parois 
végétales  
 
L’ensemble de ces données exposées ci-dessus fournit des pistes à explorer concernant les 
mécanismes de perception du stress pariétal. Au cours de ma thèse, je me suis plus 
particulièrement intéressé aux acteurs moléculaires de la reconnaissance de CBEL, un 
éliciteur non enzymatique d’oomycète qui relie le stress pariétal et induction de la défense. 
La protéine CBEL a été initialement purifiée a partir le la paroi de l’oomycète 
Phytophthora parasitica, parasite du Tabac.  Dans ce chapitre, après avoir présenté l’histoire 
évolutive des oomycètes, je présenterai les derniers acquis sur les interactions 
plantes/oomycètes, avant de présenter les connaissances qui étaient déjà acquises sur CBEL 
au début de ma thèse. Enfin je decrirai les objectifs de mon travail de thèse.  
 
A. Classification et évolution des oomycètes 
Les oomycètes sont une menace pour l'agriculture puisqu’ils sont des agents pathogènes de 
nombreuses plantes de grande culture et constitue le groupe de microrganismes pathogènes le 
plus dévastateur sur les dicotylédones (Kamoun, 2003). Un des exemples emblématiques de 
maladie causée par un oomycète est le mildiou de la pomme de terre causée par l’oomycète 
Phytophthora infestans, qui eut pour conséquence la grande famine en Irlande à la fin du 
19ème siècle. La pomme de terre n’est pas la seule plante de grande culture touchée par ces 
parasites puisque, par exemple, le genre Phytophthora spp attaque à lui seul également le 
poivron, la tomate, le soja et la luzerne (alfalfa). Les oomycètes sont également des agents 
pathogènes de nombreux animaux comme Saprolegnia parasitica, parasite de poisson ou 
encore Aphanomyces astaci, responsable de la peste de l’écrevisse. Enfin une espèce est 
pathogène de mammifère dont l'homme, Pythium insidiosum. 
Les oomycètes ont longtemps été classé dans le règne des champignons du fait de leurs 
nombreuses caractéristiques morphologiques communes: ils ont une croissance végétative 
hyphale et forment des spores pour leur reproduction sexuée et asexuée. Cette ressemblance 
morphologique se prolonge au niveau des stratégies d’infection des plantes, parfois proches 
de cellles décrites chez certains champignons. Les oomycètes sont osmotrophes et peuvent 
Figure 10. Phylogénie des oomycètes 
 
A) Arbre phylogénétique des eucaryotes basé sur l’analyse de séquences ribosomiques et protéiques. Les 
oomycètes sont classés dans les hétérokontes. Ils sont proches des algues brunes et des diatomées et 
éloignés des champignons présents dans le groupes des opisthokontes (Adapté de Baldauf et al., 
2003) 
 
B) Histoire évolutive des oomycètes. Les modes de vie observés (bleu : parasites aquatiques, vert : 
hémibiotrophie/saprotrophie, rouge : biotrophie obligatoire) sont représentés sur la classification des 
oomycètes. Les oomycètes ancestraux (Eurychasmatales, Haliphthorales) sont des parasites 
aquatiques, qui ont évolués vers des parasites terrestres hémibiotrophes et saprophytes puis 
biotrophes obligatoires (Albugniales, Downly mildews). Le nombre d’espèces est représenté entre 
parenthèse pour les deux plus large ordres d’oomycètes : les Peronosporales et les Saprolégniales. 
(d’après Thines and Kamoun, 2010) 
 





développer des structures pour l’acquisition de nutriments (haustorium) ou encore d’effraction 
de l’hôte (appressorium). Ils peuvent également sécrèter un arsenal d’enzymes de dégradation 
de la paroi pectocellulosique (Latijnhouwers et al., 2003). Cependant, les approches de  
phylogénie moléculaire basées sur l’analyse de séquences ribosomiques et protéiques ont 
permis de les classer dans le groupe des Hétérokontes, avec comme plus proche parents les 
algues brunes et les diatomées, groupe phylogéniquement distinct des Opisthokontes qui 
contient les champignons (FIGURE 10A) (Baldauf, 2000). Les ressemblances observées entre 
champignons « vrais » et oomycètes sont donc probablement le résultat d’une convergence 
évolutive. Morphologiquement les oomycètes se distinguent des champignons par la présence 
de zoospores biflagellées. Au niveau structural, le constituant majeur de la paroi des 
oomycètes est de la cellulose et non la chitine comme chez les champignons. Cependant des 
études récentes ont montré que cette caractéristique n’est pas commune à l’ensemble des 
membres puisque dans le genre Apahanomyces et Saprolegnia des oligomères de chitine 
constituent la trame principale de la paroi (Bulone et al., 1992; Badreddine et al., 2008). Les 
oomycètes sont généralement considérés comme auxotrophes pour les stérols, ce qui est le cas 
pour le genre Phytophthora, alors que chez A. euteiches l’ensemble des gènes nécessaires à la 
synthèse de stérols (cholestérols et fucostérols) a été mis en évidence par des analyses de 
banques ADNc (Gaulin et al., 2008; Madoui et al., 2009).   
L’évolution des oomycètes s’est traduite par un passage du parasitisme d’espèces marines 
au parasitisme de plantes qui couvre plus de 60% des oomycètes. Le parasitisme de plantes 
est apparue chez deux lignées majeurs : les Péronosporales avec les « downy mildews » 
(mildious) et les genres Phytophthora, Pythium et Albugo ; et les Saprolégniales avec des 
espèces du genre Aphanomyces eutecihes (FIGURE 10B). Le mode de développement des 
oomycètes au contact de la plante s’est diversifié, évoluant de l’opportunisme ou du 
saprophytisme, à la biotrophie obligatoire (Albugo, downy mildews), passant par des étapes 
intermédaires d’hémibiotrophie (Pythium, Phytophthora) (Thines & Kamoun, 2010).  
  






B. Coévolution plantes-oomycètes 
1. Les MAMP d’oomycètes 
Le premier niveau de résistance repose sur la reconnaissance de MAMP d’oomycètes, ce 
qui active la PTI. Seuls quelques éliciteurs d’oomycètes remplissent les caractéristiques des 
MAMP : l'hepta-β-glucane, le peptide Pep-13 de la transglutaminase, le domaine CBM1 de 
CBEL et les élicitines. L'hepta-β-glucane, initialement caractérisé à partir de la paroi de 
Phytophthora megasperma, est issu de β-glucanes qui constituent la paroi des oomycètes, est 
capable d’induire des réactions de défenses chez le soja (Sharp et al., 1984). Le peptide Pep-13, 
identifié à partir de la transglutaminase (TG) de Phytophthora sojae, enzyme conservée à 
travers le genre Phytophthora spp et essentielle au développement de l’oomycète, induit 
l’activation de défenses sur la plante hôte (pomme de terre) et non-hôte (persil) (Nürnberger et 
al., 1994; Brunner et al., 2002). La glycoprotéine CBEL, de Phytophthora parasitica intervient 
dans la structuration de la paroi de l’organisme et induit des réactions de défenses chez les 
Solanaceae, les Fabaceae, les Asteraceae et les Brassicaceae (Khatib et al., 2004). Le domaine 
CBM1 de CBEL, nécessaire à l’activité élicitrice de la protéine, est suffisant pour induire 
l’expression de gènes de défense chez Arabidopsis et le tabac (Gaulin et al., 2006). Les 
élicitines sont des protéines de 10 kDa riche en cystéines, secrétées par la plupart des 
Phytophthora spp et Phytium spp qui induisent de fortes réactions de défense sur le tabac. Ces 
protéines sont probablement impliquées dans le transport de stérol, essentiel au 
développement de Phytophthora spp auxotrophe pour ces composés (Kamoun, 2006).  
Les protéines végétales impliquées dans la perception de ces MAMP ne sont pas connues à 
l'exception de la protéine GEBP (Glucan Elicitor Binding Protein) du soja, protéine secrétée 
dans l’apoplaste et capable de lier les hepta-β-glucanes (Umemoto et al., 1997). La protéine 
GEBP pourrait faire partie d'un complexe de perception des β-glucanes dont les membres 
restent à identifier. Les mécansimes impliqués dans perception des autres MAMP 
d’oomycètes restent encore à identifier. 
2. La suppression des défenses par les oomycètes 
L'analyse génomique des oomycètes phytopathogènes a conduit à l'identification d'une 
large famille de gènes codant des protéines présentant un domaine N-terminal conservé 
contenant la séquence RXLR et un domaine C-terminal divergeant. Certaines de ces protéines 
correspondent à des produits de gène d'avirulence reconnus à l'interieur de la cellule végétale, 
suggérant un transfert de la protéine au cours de l'interaction grâce au signal conservé RXLR. 
Tableau 3. Les effecteurs d’oomycètes 
 
Listes des effecteurs identifiés chez les oomycètes. Les informations concernant l’espèce d’oomycète 
porteuse de l’effecteur, la classe d’effecteur, la protéine R médiatrice de l’ETI, le rôle de l’effecteur dans 
l’interaction avec la plante et ses protéines cibles, sont également présentées.  
Abbréviations : Ae , Aphanomyces euteiches, Ha, Hyaloperonospora arabidopsidis, Pi, Phytophthora 
infestans (Adapté de Stassen and Van den Ackerveken, 2011).  





Des études réalisées principalement chez le soja avec l’oomycète Phytophthora sojae, ont 
confirmé le rôle essentiel de la séquence RXLR pour la translocation de ces effecteurs (Dou et 
al., 2008; Schornack et al., 2010). Les oomycètes possèdent un large répertoire d'effecteurs 
RXLR dont les fonctions commencent juste à être élucidées (Stassen & Van den Ackerveken, 
2011). 
Plusieurs travaux ont démontré que certains RxLRs sont des facteurs de virulence capables 
d’inhiber les réponses de défense de la plantes (TABLEAU 3). Le RxLR Avr3a de P.infestans, 
inhibe la HR induite par l’élicitine INF1 et CBEL chez le tabac en stabilisant l’E3 ligase 
CMPG1 (Bos et al., 2006; Gilroy et al., 2011), les RxLR de P.sojae Avr1a, Avr1b, PsAvh331 et 
PsAvh163, ainsi que HpRxL96 de Hyaloperonospora arabidopsidis inhibent la mort 
cellulaire programmée induite par la protéine animale BAX1 (Dou et al., 2008), ATR13 de H. 
arabidopsidis inhibe le dépôt de callose et la production de ROS induite par la bactérie 
P.syringae (Sohn et al., 2007).  
Une seconde famille d’effecteurs comportant plusieurs centaines de membres capables de 
countourner les méacanismes de l’immunité a été récemment mise en évidence. La famille 
Crinkler (CRN) présente à la place du motif RxLR un motif FLAK chez le genre 
Phytophthora ou LYLALK chez A. euteiches (Gaulin et al., 2008), permettant le transfert de 
l’effecteur dans la cellule végétale. Certains CRN, notamment CRN115 de P. sojae sont 
capable d’inhiber la mort cellulaire induit par PsCRN63 chez le soja (Liu et al., 2011). 
3. La perception d’effecteurs d’oomycètes 
En accord avec le modèle zig-zag, les plantes ont élaboré un second niveau de défense 
contre les oomycètes basé sur la reconnaissance de ces effecteurs par des protéines de 
résistance R, qui déclenchent l’ETI caractérisée par le développement de la HR. Les protéines 
R identifiées dans le cadre des interactions plante-oomycètes  reconnaissent généralement des 
effecteurs RxLR (Stassen & Van den Ackerveken, 2011). De nombreux gènes de résistance ont 
été identifiés pour différents pathosystèmes. L’étude de la résistance de variétés de pomme de 
terre (Solanum demissum) vis-à-vis de Phytophthora infestans, agent responsable du mildiou 
de la pomme de terre, a permis d’identifer les locus de résistanceR1, R2, R3a et R3b (Li et al., 
1998; Ballvora et al., 2002;Huang et al., 2004). Il a par la suite été mis en évidence que R3a 
reconnait l’effecteur Avr3a de Phytophthora infestans (Armstrong et al., 2005). Des travaux 
plus récents ont permis d’identifier, par une approche génomique chez trois espèces de 
pomme de terre, S. bulbocastanum, S. papita et S. stoloniferum, les gènes de résistance Rpi-






blb1, Rpi-pta1 et Rpi-Sto1 respectivement, tous trois responsable de la reconnaissance de 
l’effecteur IpiO de P .infestans (Vleeshouwers et al., 2008). D’autres études ont portées sur 
l’interaction entre le soja (Glycine max) et Phytophthora sojae. Parmi les 12 gènes 
d’avirulences identifiés chez P.sojae, il a été démontré qu’Avr1b est reconnu par Rps1b et 
Avr4/6 par Rps4/6 (Shan et al., 2004;  Dou et al., 2010). Un autre pathosystème largement 
étudié est celui portant sur l’interaction entre la plante modèle Arabidopsis thaliana et 
l’oomycète Hyalopernonospora arabidopsidis, anciennement appelé Peronospora parsitica. 
Pas moins de 27 gènes de résistance à Peronospora parsitica (RPP) ont été idenitifés mais 
peu de couple gène de résistance/gène d’avirulence ont été caractérisés à ce jour (Beynon et al., 
2010). Allen et al., 2004 furent les pioniers en la matière et ont mis en évidence que la protéine 
de résistance RPP13 d’Arabidopsis thaliana reconnait l’effecteur ATR13 de l’oomycète 
Hyaloperonospora arabidopsidis par des expériences d’expression transitoire de l’effecteur 
dans la plante modèle. Par la suite, seuls deux  autres couples ont été idenitifés, 
RPP1/ATR1NdWsB (Rehmany al., 2005) et RPP5/ATR5Emoy2 (Bailey et al., 2011). L’ensemble des 
couples R/Avr décrits à ce jour dans le cadre des interactions plantes-oomycètes est résumé 
dans le TABLEAU 3. 
4. Vers l’ETS 2 ? 
La coévolution plantes-oomycètes se poursuit par l’émergence d’oomycètes porteurs 
d’effecteurs capables de supprimer ou de contourner l’ETI. Cette hypothèse est renforcée par 
plusieurs travaux, notamment chez Arabidopsis. Des expériences d’infection de l’accession  
Ws-0 (Wassilewskija-0) d’Arabidopsis par l’isolat Emco5 de H.arabidopsidis ne déclenche 
pas l’ETI, alors que les effecteurs ATR1NdWsB et  ATR13 portés par cet oomycète sont 
susceptibles d’être reconnus par cette accession. En effet, la co-expression de l’effecteur 
ATR1NdWsB et du gène R  ATR1NdWsB de Ws-0 (Rehmany et al., 2005) déclenche l’ETI tout 
comme l’injection de l’effecteur ATR13 par le système de sécrétion de type 3 de P.syringae 
dans Ws-0 (Sohn et al., 2007). La compatibilité observé Ws0/Emco5 suggère donc que 
l’oomycète produit un effecteur capable de supprimer l’ETI déclenché par la reconnaissance 
des effecteurs ATR1 et ATR13 (Hein et al., 2009). Un autre exemple de suppresion de l’ETI 
par un effecteur d’oomycète a été apporté par l’étude de IPI-O4 qui inhibe la mort cellulaire 
induite par IPI-O1 et IPI-O2 (Halterman et al., 2010). On peut également supposer que les 
plantes ont développé une ETI 2 pour contrecarrer l’ETS 2, mais cela reste encore à 
démontrer.  
Figure 11. Le modèle de zig-zag des interactions plantes-oomycètes 
 
Adaptation du modèle du zig-zag de Jones and Dangl, 2006 aux interactions plantes-oomycètes. Les MAMPs 
caractérisés d’oomycètes sont représentés ainsi que des exemples d’effecteurs d’oomycètes qui inhibe la 
MTI et l’ETI. A noter que les MAMPs CBEL et les élicitines induisent une PCD, réponse habituellement 
observée lors de l’ETI. Abbréviations : CBEL, Cellulose Binding Elicitor Lectin, GE, Glucan Elicitor, 
GEBP, Glucan Elicitor Binding Protein, PCD, Programmed Cell Death. (Adapté  de Hein,2010) 
   





Toutes ces avancées réalisées dans le domaine des interactions plantes-oomycètes, ont permis 
d’adapter le modèle zig-zag à ces organismes (FIGURE 11). Cependant certaines zones du 
modèle restent floues, et notamment les mécanismes de perception des MAMP d’oomycètes 
qui contrairement à ceux de bactéries pour lesquels différents couples MAMP/PRR ont été 
identifiés (flg22/FLS2, elf18/EFR, Ax21/Xa21), restent largement méconnus. C’est dans ce 
contexte que je me suis intéressé à la perception par les végétaux de l’élicteur CBEL 
  
Figure 12. Structure de CBEL 
 
Représentation de l‘architecture modulaire de CBEL. Cette glycoprotéine est constituée de deux séquences 
répétées reliées par un linker riche en Pro/Thr. Chaque séquence répétée possède un domaine CBM1 
(Carbohydrates Binding Module family 1) et domaine PAN/Apple. 





C. L’éliciteur CBEL 
1. Une glycoprotéine modulaire  
La protéine CBEL de Phytophthora parasitica de 34 kDa présente une architecture 
modulaire comprenant deux séquences répétées reliées par un linker riche en Pro/Thr (Villalba 
Mateos et al., 1997). Chaque séquence répétée est constituée d’un domaine CBM1 associé à un 
domaine PAN-APPLE (FIGURE 12).  
Les CBM1 sont des domaines de liaison à la cellulose, initialement décrits chez les 
champignons où ils interviennent principalement au sein d’enzymes de dégradation de la 
cellulose et agissent sur le rapprochement du site catalytique au substrat et la disruption des 
liaisons d’hydrogène de la cellulose (Boraston et al., 2007). De façon surprenante, ce domaine 
est également detecté chez tous les oomycètes analysés. Etant donné la distance évolutive qui 
sépare les champignons des oomycètes, ces observations posent la question de l’origine et 
l’évolution des CBM1 chez les oomycètes. Le domaine PAN-APPLE est impliqué dans des 
interactions protéines-protéines et sucres-protéines. Ce domaine protéique est largement 
répandu dans le vivant puisqu’il est présent entre autres, dans le facteur de croissance NK1 
des hépatocytes (Lietha et al., 2001), le facteur XI de coagulation (Baglia et al., 2004), mais 
également chez de nombreuse protéines de nématodes (Tordai et al., 1999) ou encore au sein de 
molécules de surface des apicomplexes Toxoplasma et Plasmodium, proches parents des 
oomycètes dans l’arbre du vivant, impliquées dans l’adhésion à la surface des cellules hôtes 
(les globules rouges) (Bai et al., 2005; Pizarro et al., 2005; Tonkin et al., 2011).  
La glycoprotéine CBEL semble ainsi être dédiée aux intéractions protéines-protéines ou 
sucre-protéines, et bien que dépourvue d’activité catalytique, cette glycoprotéine joue un rôle 
crucial dans le développement de l’oomycète. 
2. L’activité biologique de CBEL chez Phytophthora parasitica 
Des expériences d’immunolocalisation ont permis de localiser la glycoprotéine CBEL au 
cours du développement de l’oomycète mais aussi pendant son interaction avec sa plante hôte 
(le tabac) (Séjalon-Delmas et al., 1997). Au stade zoospore, la répartition de CBEL est restreinte 
au flagelle, puis elle se localise au niveau de la paroi lors de l’enkystement. Au cours de 
l’interaction avec la plante, CBEL s’exprime faiblement pendant les premiers stades de 
colonisation de la plante puis de façon plus intense à partir de 48h après inoculation, toujours 
associée à la paroi de l’oomycète. CBEL est également un des rares effecteurs d’oomycète 
pour lequel la fonction biologique a été étudiée chez le microorganisme via des expériences 






de silencing (Gaulin et al., 2002). L’absence de la protéine entraine l’absence de formation de 
structures hyphales spécialisées de forme globulaire, observées habituellement lorsque 
l’oomycète est au contact de substrats cellulosiques. Ce phénotype est corrélé avec une 
dimunition de l’adhésion de l’oomycète aux parois cellulosiques et une désorganisation 
pariétale avec la présence de dépôts de polysaccharides sous la forme de « patchs »associés à 
la paroi. La glycoprotéine CBEL est donc un facteur d’adhésion de l’oomycète et intervient 
également dans l’organisation de sa paroi. 
3. L’activité élicitrice de CBEL sur la plante 
 La protéine CBEL est avec les élicitines, un des rares éliciteurs qui provoque une mort 
cellulaire programmée  chez A. thaliana (Wei et al., 1992; Villalba Mateos et al., 1997; Kamoun, 
2003), cette réponse est habituellement observée dans le cas de la perception de protéine 
d’avirulence (Jones & Dangl, 2006).  
L’activité des élicitines a été largement étudiée, en particulier les élicitines INF1 et la 
cryptogéine, produites par P.sojae et P.cryptogea respectivement, ce qui a permis d’éclaircir 
les mécanismes d’action de ces molécules. L’activité de liaison de stérol des elicitines semble 
être nécessaire à leur activité élicitrice (Osman et al., 2001). Des travaux ont également mis en 
évidence que la reconnaissance d’INF1 passe par BAK1, un RLK  régulateur central de 
l‘immunité ainsi que par le lectine-RLK NbLecRK1 (Heese et al., 2007; Kanzaki et al., 2008; 
Chaparro-Garcia et al., 2011). De façon similaire, l’étude des mécanismes de perception de la 
cryptogéine a mis en évidence la formation d’un hétérodimère impliqué dans la liaison de 
l’éliciteur chez le tabac (Bourque et al., 1999; Garcia-Brugger et al., 2006). La perception des 
élicitines reposerait probablement sur des PRR, comme décrit précédemment pour de 
nombreux MAMP  bactériens. 
A contrario, les travaux réalisés au début de ma thèse suggèrent alors que les mécanismes 
de perception de la protéine CBEL se distinguaient de la perception directe des MAMP par 
les PRR. En effet, les fluctuations de la concentration en calcium cytosolique observées en 
réponse à CBEL sur des cellules de tabac sont perdues lorsque ce sont des protoplastes de 
tabac qui sont utilisés ce qui indique que la paroi végétale est requise pour la signalisation de 
la réponse à CBEL (Gaulin et al., 2006) D’autres observations arguent dans le sens d’une 
perception de CBEL qui serait dépendante de la paroi végétale. Premièrement, CBEL a la 
capacité de lier les sucres complexes mais également à la cellulose, composant essentiel des 
parois végétales. L’activité lectine de CBEL fut mis en évidence par la précipitation de 
globules rouges induite par la liaison de l’éliciteur aux glycoprotéines de surfaces des 
Figure 13. CBEL, un éliciteur qui relie stress pariétal et défenses 





érythrocytes (Villalba Mateos et al.,1997). CBEL lie également la cellulose crystalline in vitro 
et cette activité est dépendante de la présence de domaine CBM1 fonctionnel (Gaulin et al., 
2006). Deuxièmement, les domaines CBM1, médiateurs de la fixation de CBEL à la cellulose, 
sont également requis pour l’activité élicitrice de la protéine (activation de gènes de défense et 
mort cellulaire) (Gaulin et al., 2006). Troisièmement, un peptide de synthèse correspondant au 
domaine CBM1 induit des réactions de défenses sur Arabidopsis (Gaulin et al., 2006) ce qui 
suggère que la plante est capable de percevoir la fixation du CBM1 sur sa paroi. L’ensemble 
de ces arguements avaient permis à mon équipe d’accueil d’élaborer un modèle de perception 
de CBEL basé sur la détection du stress pariétal engendré par la fixation du domaine CBM1 
sur la paroi végétale et incluant des agents de surveillance de l’intégrité pariétale (Dumas et al., 
2008). (FIGURE 13). 
Cependant, les résultats cités précédemment n’excluent une reconnaissance directe via un 
récepteur membranaire. En effet, la mort cellulaire, marqueur de la réponse à CBEL, n’est pas 
observée lorsque les plantes sont élicitées avec le domaine CBM1 de synthèse (Gaulin et al., 
2006). Cela montre que les mécanismes de perception  de CBEL sont complexes et pourraient 
faire intervenir plusieurs voies de signalisation et que les deux motifs, CBM1 et PAN_APPLE 
pourraient être perçus. 
 





D. Objectifs de thèse 
Mon projet de thèse visait d’une part à comprendre l'origine et l'évolution des protéines à 
domaine CBM1 chez les oomycètes phytopathogènes sachant que ces motifs de part leur 
activité élicitrice signalent la présence du pathogène à la plante, et d’autre part à engager des 
travaux pour étudier des voies de signalisation impliquées dans la réponse à CBEL en utilisant 
Arabidopsis comme modèle.  
1. Distribution et évolution des CBM1 
Cette approche consiste à répertorier les CBM1 du vivant et réaliser un arbre phylogénétique 
des CBM1 associé à une étude de l’architecture des protéines à CBM1 dans le but de 
connaitre la répartition des CBM1 et leurs similitudes en fonction des espèces sondées. 
2. Production de CBEL dans la levure Pichia pastoris 
Le criblage de lignées d’Arabidopsis nécessite une grande quantité de la protéine CBEL 
active. C’est pourquoi la levure Pichia pastoris a été utilisée pour produire une forme active 
de l’éliciteur.  
3. Voies de signalisation de la réponse à CBEL  
La protéine CBEL représente l’avantage d’être actives sur la plante modèle Arabidopsis, 
donnant ainsi l’accès à de nombreuses ressources génétiques (Khatib et al., 2004). Cela a 
permis d’engager deux approches génétiques : 
- le criblage de mutants affectés dans des acteurs moléculaires connus de l’immunité  
- utilisation de la variabilité naturelle observée chez Arabidopsis  
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de Liaison à la Cellulose CBM1 
 






I. Distribution et évolution du domaine de 
liaison à la cellulose CBM1 
 
A. Contexte scientifique 
 
Les CBM1 font parti d’un ensemble de domaines protéiques, les Carbohydrate Binding 
Modules, dédiés à la liaison de polysaccharides. Les CBMs du vivant sont regroupés par 
similitude de séquences en 64 familles dans une base de données appelée Carbohydrates-
Active Enzymes (CAZy, http://www.cazy.org/) qui repertorie également les enzymes de 
modification des polysaccharides telles que les glycoside-hydrolase (GH), glycosyl-
transférase (GT), polysaccharides lyases (PL) et carbohydrate esterases (CE) (Cantarel et al., 
2009). L’ensemble des membres d’une famille de CBM partagent généralement la même 
spécificité de substrat. Différents types de polysaccharides sont fixés par les CBM, par 
exemple les CBM-18, -19 et -50 ont une affinité pour la chitine, -20 et -21 pour l’amidon, -
24 pour les α-(1,3)-glucanes, -32 pour le lactose et le galactose, -35 pour les xylanes, -42 
pour les arabinofuranoses, -48 pour le glycogène, -1 et -6 pour la cellulose. 
Les CBM de la famille 1 (CBM1) ont été définis à partir de séquences fongiques, le 
modèle de cette famille est d’ailleurs le CBM1 de la cellobiohydrolase 1 (CBH1 ou Cel7A) de 
Trichodema reesei  qui fut isolé par Tomme et al., 1988. De nombreuses études structurales ont 
été conduites pour comprendre le rôle de ce domaine protéique dans l’activité catalytique de 
Cel7A et l’intercation du CBM1 avec la cellulose. La structure du domaine CBM1 de Cel7A 
fut déterminée par la technique de résonance magnétique nucléaire (RMN) (Kraulis et al., 
1989) et a permis de mettre en évidence une structure en « pyramide » stabilisée par deux 
ponts disulfures entre quatres cystéines qui se trouvent à des positions conservées. Le contact 
entre le CBM1 et la chaine de cellulose s’établit via trois acides aminés aromatiques, Tyr5, 
Tyr31 et Tyr32 qui forment une surface hydrophobe plane à la base de la pyramide et via 
deux autres acides aminés, Gln7 et Asn29, qui agissent d’un degré moindre sur l’interaction 
avec le substrat (Pettersson et al., 1995). Plusieurs modèles ont été élaborés concernant 
l’interaction entre la chaine de glucose et le CBM1, et ont connfirmé le rôle crucial des acides 





Les CBM1 sont quasi-exclusivement présents chez les champignons et les oomycètes 
comme indiqué par la base de données CAZy. Cependant, l’augmentation rapide des données 
génomiques avec le séquençage de génomes en masse et notamment ceux des oomycètes P. 
sojae et P.ramorum (Tyler et al., 2006), P.infestans (Haas et al., 2009), P.ultimum (Lévesque et 
al., 2010), H.arabidopsis (Baxter et al., 2010), A. laibachii (Kemen et al., 2011) rend nécessaire 
une mise à jour du recensement des CBM1. 
De façon surprenante, différents membres de la famille des CBM1 se sont révélés être 
activateurs des défenses de la plante. Le CBM1 de la swollenine, protéine fongique impliquée 
dans la colonization racinaire de la plante hôte et présente chez les champignons Trichoderma 
sp, Apsergillus sp, Neurospora sp, induit l’expression de gènes de défense chez le comcombre 
ainsi qu’une résisatnce accrue à Botrytis cinerea et Pseudomonas syringae pv lachrimans 
(Brotman et al., 2008). Chez les oomycètes, les CBM1 de la protéine CBEL identifiée chez 
P.parasitica induisent l’expression de gènes de défenses chez la plante modèle Arabidopsis 
thaliana et le tabac (Gaulin et al., 2006). L’activité élicitrice du domaine CBM1 semble donc 
être conservée entre les oomycètes et les champignons, deux groupes d’individus distants 
d’un point de vue phylogénétique.  
L’ensemble de ces observations pose la question de l’origine et de l’évolution des CBM1 
chez les oomycètes. Cette problématique fut abordée au cours de mes travaux de thèse où 
l’ensemble des CBM1 fut répertorié chez le vivant, s’en est suivi une analyse de l’architecture 
de protéines à CBM1 mais également une étude des différences structurales entre les CBM1 
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B. Specific features of cellulose-interacting proteins 
from oomycetes revealed by a domain-centric 
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Oomycetes are a group of fungal-like microorganisms evolutionary distinct from true fungi, 
and belonging to the Stramenopile lineage. Both oomycete and fungi express proteins able to 
interact with cellulose, a major component of oomycete and the plant cell wall, through the 
presence of carbohydrate binding module belonging to the family 1 (CBM1). To investigate 
the occurrence and specific features of CBM1-proteins in oomycetes, a large scale domain-
centric analysis was conducted by mining the proteome of 7 sequenced oomycetes and 60 
sequenced fungal genomes.  
 
Results 
In fungi, more than 70% of CBM1-proteins associate CBM1 with a catalytic domain involved 
in cellulose degradation whereas in oomycete, cellulases did not contain detectable CBM1 
except two proteins encoded by Phytophthora sojae. In oomycete, CBM1 were found 
specifically associated with a non-catalytic domain named PAN-Apple which has been 
involved in interaction with specific carbohydrates or proteins.  Based on a well characterized 
CBM1 from the Phytophthora parasitica Cellulose-Binding Elicitor Lectin, a structural 
model of an oomycetal CBM1 and its association with the PAN-Apple domain was 




This work represents a comprehensive overview of CBM1-proteins in fungi and oomycetes 
and shows that cellulose-interacting proteins evolved differentially in fungi and oomycetes, 





suggesting an ancestral origin of these proteins in the oomycete lineage related to their 
multiple functions.  







Carbohydrate-binding modules (CBM) are defined as a set of protein domains able to 
recognize and bind polysaccharide ligands. CBMs are divided into families based on amino 
acid sequence similarity. There are currently 64 defined families of CBMs displaying 
substantial various ligand specificity reported in the Carbohydrate-Active Enzyme Database 
(CAZy; CAZyme database, www.cazy.org, [1]). Thus there are characterized CBMs that 
recognize crystalline cellulose, non-crystalline cellulose, chitin, β-1,3-glucans and β-1,3-1,4-
mixed linkage glucans, xylan, mannan, galactan and starch, while some CBMs display ‘lectin-
like’ specificity and bind to a variety of cell-surface glycans [2]. CBMs are mostly found 
appended to glycosyl-hydrolases (GHs) able to degrade insoluble polysaccharides. The CAZy 
database categorizes cellulases in at least 12 different glycosyl hydrolase (GH) families [3]. In 
keeping with GH nomenclature, a similar description code for CBM has been adopted. Thus, 
CBMs are named by family and could include the organism from which they are derived.  
CBMs can be localized either at the N or C-terminal end of proteins, as single domain or 
repetitive domains or occasionally as a single protein [4]. Many CBMs have been 
characterised experimentally and structural data are now available providing insight into their 
functions for review see [2]. By binding to polysaccharides, CBMs could bring appended 
catalytic domain to intimate contact with the substrate and thus potentiate catalysis [5-7]. 
Interestingly, it was shown that CBMs, which apparently exhibited the same specificities 
against isolated polysaccharides in vitro, can display differential recognition of the polymers 
when they are located in cell walls [8]. Some CBMs are suspected to have a disruptive 
function against polysaccharides to facilitate their deconstruction by enhancing accessibility 
to the substrate of the catalytic domain [9] [10].  





Among CBMs, the family 1 was described as the “fungal CBM family” since there are 
have been firstly detected in fungal proteins. The first characterized CBM1 was from the 
Cellobiohydrolase 1 (Cel7A) of Trichoderma reesei [11]. Since then, numerous CBM1 from 
various fungi have been reported [12-14]. The effect of CBM1 in glycosyl-hydrolases has 
been studied by separation of the core domain from the linker peptide and CBM1, by 
proteolytic cleavage or genetic engineering. Generally, experimental data have shown that 
fungal isolated CBM1 bind strongly to crystalline cellulose and that their presence is required 
for full activity of the enzyme against the insoluble polysaccharide [6, 15, 16]. This family is 
characterized by small compact peptides, each containing 32 to 36 amino acids and the first 
resolved structure of CBM1 obtained by NMR spectroscopy from the Cel7A of T. reesei 
revealed a small wedge-shaped structure consisting of an irregular antiparallel triple-stranded 
β-sheet, which is stabilized by 2 disulfide bridges [17]. The flat face contains a planar region 
harboring three aligned aromatic residues (Tyrosine) that are hypothesized to form the 
binding face to cellulose (Y5, Y31 and Y32) as well as the polar residues (Q7 and N29) that 
potentially form hydrogen bonds to cellulose [18, 19]. The removal of either the aromatic or 
the polar residues reduces the ability of the enzyme to degrade crystalline cellulose [18]. 
Nevertheless, the role of CBM1 at the molecular level is not fully characterized [19]. 
Interestingly, family 1 CBM was also identified in fungus-like organisms called 
oomycetes [20]. Like fungi, oomycetes are ubiquitous in marine, freshwater and terrestrial 
environments [21]. They have similar modes of nutrition and ecological roles to true fungi 
and form tip-growing branching hyphae. Oomycetes were classified for many years within the 
kingdom of Fungi, but molecular phylogenic studies have now firmly established the distinct 
taxonomic positions of true fungi and oomycetes. Oomycetes are closer to diatoms, 
chromophyte algae, and other heterokont protists of the Stramenopiles, a lineage that is united 
with alveoleates in the supergroup of Chromalveolates [22-24]. They include numerous 





pathogenic species, such as the causal agent of potato blight Phytophthora infestans or of the 
sudden oak death Phytophthora ramorum. Features usually mentioned to characterise 
oomycetes and based on biochemical studie s mainly focused on Phytophthora, is the 
presence of cellulose rather than chitin in their cell wall. However recent studies have shown 
the presence of N-acetylglucosamine compounds in the cell wall of the closely related 
Saprolegnia monoica and Aphanomyces euteiches [25, 26] oomycetes. 
The first oomycetal CBM1-containing protein described is a cellulose binding elicitor 
lectin (CBEL) from Phytophthora parasitica, the causal agent of tobacco black shank disease 
[20, 27]. This non-enzymatic cell wall glycoprotein harbors two CBM1 associated to two 
PAN-Apple modules known to interact with polysaccharides or proteins [28, 29]. Knockdown 
P. parasitica-CBEL transformants are affected in cell wall polysaccharide deposition and 
adhesion to cellulosic substrate including plant cell wall [30]. In addition to structural and 
adhesive features, CBEL induced defenses responses including production of reactive oxygen 
species, cytosolic calcium variation, expression of PR-proteins, and necrosis in host 
(Solanaceous) and non-host plants (Arabidopsis) [31]. The use of a synthetic CBM1 peptide 
and mutational analysis have revealed that CBM1 is required for full elicitor activity of CBEL 
and is able to activate some defence reactions, leading to the conclusion that this domain can 
be defined as a Microbial associated Molecular Pattern detected by plant cells that induces 
immune responses [32]. Perception of CBM1 probably requires interaction of this module 
with the plant cellulose microfibrils, where polysaccharides disruption could be perceived as a 
warning signal [32, 33]. Similar results have been obtained with a fungal CBM1 from 
Trichoderma reesei suggesting that plants are able to perceive oomycetal as well as well 
fungal CBM1 [34].  
The main goal of the present article is to establish an exhaustive repertoire of CBM1-
containing proteins by mining fungal and oomycetal genomes and identify whether organism 





lifestyle can shape the nature of these protein. While most of fungi displayed CBM1 
associated to glycosyl-hydrolases, oomycetal CBM1-containg proteins are devoid of catalytic 
domains and are appended with other CBM1 domains or with PAN-Apple domains. Using 
CBM1 sequences from completely sequenced fungal and oomycetes genomes, we suggest a 
new clan in the CBM1 family, allowing a better prediction of oomycetal domains. 
Additionally, using the glycoprotein CBEL from Phytophthora parasitica which was shown 
to be a bona fide cellulose-binding protein, we propose a model structure of oomycetal 
CBM1, and a simulation of its binding to cellulose.  
  
Figure 1: Number of fungal and oomycetes 
species used in the analysis. Species are classified 
as Saprobe (S), Plant parasite (PP), Animal parasite 
(AP). Number of genus represented in each lineage 
is indicated in brackets. For the exact species used in 
this study, see Supplemental Table S1. 






Establishment of a comprehensive repertoire of CBM1-containing proteins in 
fungi and oomycetes  
CBM1-containing proteins were collected from the CAZy database [1] and cleaned for 
Stramenopiles sequences which were further retrieved by mining predicted proteome on 
dedicated databases (SUPPLEMENTAL TABLE 1). Seven Stramenopiles were screened for the 
presence of CBM1 (IPR000254) containing sequences. Oomycetes genomes correspond to 
species harboring different lifestyles namely the obligate biotrophic species 
Hyaloperonospora arabidopsidis and Albugo laibachii, the four hemibiotrophic Phytophthora 
species (P. infestans, P. sojae, P. ramorum, P. capsici) and the necrotroph Pythium ultimum. 
Sequences from various fungal databases, not represented in CAZy (i,e Chaetomium 
globosum) were added. Overall a set of 60 completely sequenced fungi representing the major 
evolutionary lineages within the fungal kingdom were used in this study (FIGURE 1). 
Sequences were collected to build a representative set spanning the diversity of fungi and 
oomycetes. In total 518 sequences were selected for further analyses.  
The survey of CBM1 proteins in fungi and oomycetes revealed the presence of at least one 
CBM1-containing protein in 43 of the 67(77%) completed fungal/oomycete genome 
sequences examined. The total numbers of CBM1-containing proteins per sequenced 
fungal/oomycete species classified by life style (saprotroph, necrotroph, hemibitoroph, 
symbiont and animal pathogen) is shown in the Figure 2. Chaetomium globosum as well as 
two other saprobes, the white rot fungus Phanerochaete chrysosporium and the dung fungus 
Podospora anserina encode the highest number of predicted CBM1- protein coding genes 
among sequenced fungal genomes. A closer look shows that the highest number of CBM1-
protein coding genes per genome (>10 up to 28 CBM1 copy number) is preferentially 
detected in fungal plant pathogen harboring necrotrophic and/or hemibiotrophic life style (e.g 
Figure 2: Distribution of CBM1-containing proteins in fungi and oomycetes. Proteomes of organisms were 
screened for the presence of CBM1domain (IPR00254) thanks to InterProScan application. The number of 
putative CBM1-containing proteins per species is reported on the graphic. Microorganisms are classified based 
on their life style (saprob, biotroph, hemibiotroph, necrotroph, symbiont, animal parasite) and a class including 
only wood decay fungi is identified. Genomes of diatoms (Phaeodactylum tricomutum, Thalassiosira 
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Verticillium dahliae, Magnaporthe grisea), with some exceptions such as Mycosphaerella 
graminicola, and the causal agent of blackleg disease on Brassica, Leptosphaeria maculans 
that harbor from 0 to 5 CBM1-containing proteins in their genome. CBM1 are mostly absent 
in biotrophic plant pathogen (e.g Ustilago maydis, Puccinia graminis, Melampsora populina) 
and symbionts (e.g Glomus intraradices, Laccaria bicolor, Tuber melanosporum) with none 
or a single protein per genome. CBM1 are not restricted to fungal plant pathogens. Indeed, the 
same number of CBM1-containing proteins is present in the human pathogen Aspergillus 
fumigatus and the plant pathogen Aspergillus aculeatus. The opportunist human pathogen 
Rhizopus oryzea displays CBM1 coding genes while the other animal pathogens genomes 
including the amphibian pathogen Batrachochytrium dendrobatidis, lack genes encoding 
cellulose-binding proteins.  
To complete the study, Arabidospis thaliana and Oryza sativa genomes, as well as the 
closest phylogenic cousins of oomycetes the diatoms (Thalassiosira pseudonana, 
Phaeodactylum tricomutum) and brown algae (Ectocarpus siliculosus) genomes were 
screened for CBM1. Although missing in plants, diatoms and brown algae, CBM1-containing 
proteins are detected in oomycetes. Like in true fungi, necrotrophic and hemibitrophic 
oomycete species contain more CBM1 genes (up to 12) than obligate biotroph species (A. 
laibachi, H. arabidopsidis), but in a lesser extent than in true necrotrophic fungi.  
 
Fungal and oomycetal CBM1-containing proteins display distinct domain 
associations   
The domain architecture of CBM1-containing proteins was investigated in the collection. Co-
occurence of domains was determined using boundaries detected by Pfam/Smart annotations 
(SUPPLEMENTAL TABLE 2). Domain architecture were assigned to 4 categories: i) ‘domain 
pair’ in which the peptide sequence contains only one CBM1 and another domain ii) ‘multi-








Figure 3 : Distribution of CBM1 domain combination
categories in fungi and oomycetes. A) Four categories are
defined relative to individual domains position and frequency
of CBM1. B) Radar graphic displaying the overall distribution of
the different domain combination categories in fungi and
oomycetes. Numbers indicated the value in percent of each
categorie.




domain’ in which one CBM1 is present in a peptide sequence together with 2 other types of 
domains iii) ‘single CBM1’ in which only one CBM1 is present in the protein iv) ‘multi-
CBM1’ in which more than one CBM1 is present in the peptide sequence (FIGURE 3A). 
Among eukaryotes, fungal proteomes displays more than 50% of protein corresponding to the 
category ‘single domain’ [35]. Regarding CBM1 associations, the ‘single domain’ category is 
less represented and pertains to roughly ~15% of the fungal and oomycetal CBM1-proteins 
(FIGURE 3B). By contrast, 88% and 37,3% fungal and oomycetal CBM1-proteins 
respectively, are organized as ‘domain pair’ architecture. Moreover the ‘multi CBM1’ 
architecture is expanded in oomycetes (>42%) as compared to fungi (>0,5%).  
The ‘domain pair’ category for fungi is characterized by 89% of CBM1-containing 
proteins appended to a catalytic domain belonging to the GH superfamily and 11% 
corresponding to non catalytic modules (chitin-binding module, carbohydrate-binding module 
family 4, fucose lectin, unknown (DUf) or wide functions (BNR/Asp-box repeats, See 
Supplemental Table S2 for IPR number of corresponding domain). Surprisingly, in oomycetes 
the ‘domain pair’ category is characterised by 90% of CBM1 associated to a non-catalytic 
domain corresponding to the PAN-Apple  module, which are known to display protein-
carbohydrate or protein-protein functions). Using SignalP 3.0, which detects the presence of 
signal peptide in the N-terminus of protein [36], 91 % of the proteins are predicted to contain 
a signal peptide, indicating that their activities are extracellularly localized.  
To evaluate the distribution of the architecture between the different fully sequenced 
organisms, abundance of domain associations per genome was computed and used to cluster 
similar domain associations using hierarchical clustering. An overview of the heat map 
(FIGURE 4) reveals a distinct distribution of domain organization in fungal and oomycetal 
proteins. The great majority of fungal proteins, encompassing 70% of fungal plant pathogens, 
is characterized by CBM1 associated with catalytic domains involved in cellulose 
Figure 4: Hierarchical clustering of CBM1 domain combinations across 
completely sequenced fungi and oomycetes. Rows correspond to species and 
columns to architecture of CBM1-containing proteins. Each cell intensity on 
the heat map represents the number of proteins found for a domain 
combination in a microorganism. Oomycetes cluster is indicated as a black line 
and fungal pathogen as dashed box. 




β-glucosidases found as CBM1.GH3 association. Similarly this first cluster is characterized 
by GH61.CBM1 bigrams. GH61 family was originally classified based on weak endo-1,4-β-
D-glucanase activity, but a recent study shown that GH61 are an unique family of copper-
dependent oxidases able to prone lignocellulosic substrate degradation [37, 38]. Within this 
main group, one can observe a subgroup exclusively constituted by fungal plant pathogens, 
causing wilt symptoms on plant (Verticillium sp. and Fusarium sp.) due to the colonization 
and proliferation of the microorganism in the xylem vessel of the host. In this small cluster, 
proteins predicted to degrade pectin (polysaccharide lyase families PL1 and PL3 appended to 
a C-ter CBM1) are found. Oomycetes species are regrouped in one and unique cluster 
presenting two mains characteristics. First, catalytic domains classified in the CAZyme 
database are not detected, except the GH5 family. Second, most of CBM1-containing proteins 
are organized as multiple CBM1 modules without any other domain or appended to PAN-
Apple domains. To test whether the absence of GH domains in CBM1-containing proteins of 
oomycetes is due to a scarcity of glycosyl-hydrolases genes in their genome, the number of 
GH genes per genomes was gathered. As shown in Table1, oomycete genomes contain a large 
set of glycosyl-hydrolases genes (>100 gene models/ genome), except A. laibachii (<50). 
Thus the absence of GH.CBM1 bigrams coupled to an enrichment of CBM1.PAN-Apple 
bigrams in oomycetes may suggest particular functions of such proteins in these 
microorganisms and an evolution distinct from fungi. 
 
Sequence and structural analysis of oomycetal CBM1-proteins  
CBEL from Phytophthora parasitica contains two symmetric N- and C- terminal parts, each 
resulting from the association of a CBM1 to a PAN-Apple domain separated by a hinge 
region. While, CBEL is known to bind crystalline cellulose in vitro thanks to its two CBM1 









Figure 5: Weblogos built from fungi and oomycetal CBM1 
sequences. The height of the residues represents their conservation 
among the peptide sequences. Cysteine residues engaged in 
disulphide bonds are materialized as black lines. The glutamine and 
aromatic residues that are known in fungi to be important for 
interaction with crystalline cellulose are shown by asterisks. 
Similarly these residues susceptible in oomycetes to interact with the 
carbohydrate substrate are depicted with asterisks.  




domains [20, 32], only the SMART protein domain database is able to detect the CBM1 
(SM00236) of CBEL, when none are identified in PFAM or PROSITE databases [39]. Since 
most of oomycete proteomes are annotated using PFAM or PROSITE domain databases, 
these results urge the need to compare CBM1 sequences of oomycetes and fungi in order to 
develop a strategy to facilitate their detection and annotation. WebLogos were drawn using 
multiple alignments of fungal and oomycetal CBM1 from the built dataset to visualize the 
difference between the fungal and oomycetal CBM1 domains. As shown on FIGURE 5, cystein 
residues known to participate in the folding of fungal CBM1 [18] appear at conserved position 
in oomycete sequences. A supplemental cysteine residue (C24 on the oomycetal sequence 
logo), probably engaged in a disulphide bond in ‘multi CBM’ protein is also detected in 
oomycetes. The conserved doublet of Glycine residues in the N-ter of fungal CBM1 is not 
maintained in oomycetes. Aromatic amino residues ([WY]3, [WY]39, Y40) and the polar 
residue Glutamine (Q42) participate in fungal CBM1 binding to carbohydrate substrate. These 
two features representing characteristic fungal core ligand-binding regions are frequently 
conserved in oomycetes. Nonetheless [WY]3 is replaced by [WYF], [WY] 339is replaced by 
[YWF] 42and Y40 by [YF] 43, suggesting a higher diversity in residues susceptible to interact 
with cellulose in oomycetes than in fungi.  
A protein BLAST search and a ClustalW alignment with the complete amino acid 
sequence of CBEL from Phytophthora parasitica confirm the presence of the two CBM1 
domains and the two PAN-Apple domains highly homologous to CBM1 of the 
cellobiohydrolase I (Cel7A) of Trichoderma reesei (TrCBM1, [18]) (FIGURE 6A) and the 
PAN-Apple domain of the human hepatocyte growth factor (HGF [29]) respectively. CBEL 
consists in a polypeptide chain of 266 amino acids which starts with a 20 residues long signal 
peptide and then is built from the two symmetric N- and C- terminal parts, each resulting 




CBEL_CBM1   STPSFGNCGSD-AAGVSCCQSTQYCQPWNANYYQCL 
CBEL_CBM1-2 TTAPYGSCGS--SNGATCCPSGYYCQPWNDSFYQCI 
TrCBM1      TQSHYGQCGGIGYSGPTVCASGTTCQVLNPYYSQCL  




Figure 6: Binding models of the cellulose binding-domains of the endoglucanase 
Cel7A of T. reesei (TrCBM1) and CBEL (CBEL-CBM1, CBEL-CBM1-2) to the 
cellulose chain. A) Multiple sequence alignment of CBEL-CBM1, CBEL-CBM1-2 
with the CBM1 of Trichoderma reesei Cel7A endoglucanase (TrCBM1). Amino 
residues putatively important for binding to crystalline cellulose are in bold and 
underlined. B) Comparison of the lateral faces of the ribbon diagrams of TrCBM1 (left) 
and CBEL-CBM1 (right). The strands of the β-sheet are numbered β1, β2 and β3 from 
the N- to the C-terminus. The aromatic residues involved in the binding to cellulose are 
displayed in grey ball-and-sticks. The Asn (replaced by Ser in CBEL-CBM1-2) and Trp 
residues susceptible to interact with cellulose are similarly displayed in grey ball-and-
sticks. The four Cys residues linked to disulphide bonds (dashed lines) are displayed in 
black ball-and-sticks and numbered. C) Precise view of the binding model of CBM1s 
from TrCBM1 and CBEL. Only the aromatic residues (Phe and Tyr) stacking on the 
pyranose ring of the glucose units and close hydrophilic residues (Gln, Asn and Ser) 
susceptible to create hydrogen bonds with the hydroxyls of the glucose units, are 
displayed in black ball-and-sticks. Only sixβ1,4-linked glucose units are drawn in grey 
ball-and-sticks. Cartoons are drawn with Molscript [59] and rendered with Raster3D 
[60].  




54 + PAN1: 55-133; CBM1-2: 158-190 + PAN2: 191-268) separated by a hinge region (134-
157) rich in Proline and Threonine residues. Owing to the rather high percentage of identity 
(~37%) and similarity (~60%) occurring between the TrCBM1 and the CBM1 of CBEL, all 
these CBM1 exhibited very similar HCA plots (data not shown), thus allowing to accurately 
predict the occurrence of three β-sheet strands along the amino acid sequences of both CBEL-
CBM1 and CBEL-CBM1-2. In addition the four cysteine residues forming two disulphide 
bridges in TrCBM1 are strictly conserved in the CBEL-CBM1. Accordingly, the predicted 
three-dimensional models of CBEL-CBM1 and CBEL-CBM1-2 built from the NMR-
coordinates of TrCBM1 (RCSB PDB code 1CBH) exhibited a very similar fold (Figure 6B). 
They consist of three anti-parallel strands of β-sheet (β1,β2 and β3) interconnected by loops. 
Two disulphide bonds (Cys8-Cys24 and Cys18-Cys34 in CBM1, Cys8-Cys23 and Cys17-Cys33 in 
CBM1-2) contribute to the stability of the folding and, especially, to the stability of the stands 
(β1and β3) and loop (loop connecting strands (β2 to β3) which contains the exposed aromatic 
residues involved in the binding to cellulose. Both CBM1 contain two exposed aromatic 
residues, Phe5 and Tyr31 in CBM1, Tyr5 and Phe30 in CBM1-2 which are similarly aligned as 
Tyr5 and Tyr32 of TrCBM1 and could therefore stack against the cellulose chain (FIGURE 
6B,C). An additional Gln34 residue is also known to participate in the binding of TrCBM1 to 
cellopentaose and cellohexose ([19, 40]). This residue (Gln33 in CBEL-CBM1, Gln32 in 
CBEL-CBM1-2) replaced the 32Tyr residue of TrCBM1 in CBEL, suggesting that they could 
participate in the interaction to crystalline cellulose (FIGURE 6C).  
Although the PAN-Apple domains of CBEL share low percentages of identity (~20%) and 
similarity (~36%) with the PAN-Apple domain of HGF, their HCA plots suggested a very 
similar structural organization (data not shown). All these PAN-Apple domains consist of 
three and four strands of β−sheets separated by a short α-helical segment. The four cysteine 
residues linked by two disulphide bridges occurring in the HGF PAN-Apple domain are 
CBM1 PAN1 
Figure 7: Stereo ribbon representation of PAN and CBM1-PAN1 
from CBEL bound to cellulose. A) Comparison of the ribbon diagrams 
of domains HGF-PAN (left) and CBEL-PAN1 (right). The a-helix (α1) 
and strands of b-sheets (β1-β2) are numbered from the N- to the C- 
terminus. The cysteine residues linked by disulphide bonds (dashed 
lines) are displayed in black ball-and-sticks and numbered. B) The 
cysteine residues linked by disulphide bonds (dashed lines) are 
displayed in black ball-and-sticks and numbered. The extended strand of 
β-sheet interconnecting the two domains is indicated by an asterisk. The 
aromatic residues of CBM1 interacting with cellulose are in grey ball-
and-sticks and labelled. The figures are drawn using Molscript [59] and 
Raster3D [60].  
A 
B 




conserved in both CBEL-PAN-Apple domains. The three-dimensional models of CBEL-
PAN1 and CBEL-PAN2 domains built from the NMR-coordinates of the N-terminal human 
HGF PAN domain (RCSB PDB code 2HGF) consist of a central five-stranded antiparallel 
β−sheet associated to a short α-helical segment and to two loops containing a short strand of 
β−sheet (FIGURE 7A). In the HGF-PAN-Apple domain, the α−helix is linked to two 
antiparallel strands of β−sheets by an extended loop to form a hairpin-loop region stabilised 
by two disulphide bridges. A similar harpin-region stabilized by the disulphide bridges Cys8-
Cys24 and Cys18-Cys34 (CBM1) or Cys8-Cys23 and Cys17-Cys33 (CBM1-2) also occurs in 
CBEL. However, the hairpin-loop region is shortened by the deletion of four amino acid 
residues corresponding to the 80LPFT83 sequence stretch of the HGF-PAN-Apple domain. The 
carbohydrate-binding sites of plant lectins usually consist of shallow depressions resulting 
from the confluence of exposed loops containing hydrophilic and acidic (Asp or Glu) residues 
that anchor a sugar residue through a network of hydrogen bonds [41]. In addition, an 
aromatic residue, e.g Phe or Tyr,completes the interaction by stacking against the pyranose 
ring of the sugar. The two exposed loops 18Asn-Val-Asp-Phe-Arg-Gly-Asp-Asp35 of PAN1 or 
18Asp-Lys-Asp-Tyr-Arg-Gly-Asn-Asp25 of PAN2, and 66Ser-Gly-Thr-Gly-Thr-Arg-Thr72 of 
PAN1 or 66Ser-Ala-Ala-Gly-Thr-Ala-Thr72 of PAN2, fulfill these structural requirements and 
thereby could act as the carbohydrate-binding sites responsible for the hemagglutinating 
activity of CBEL [20, 42]. 
Six amino acid residues (NYYQCL for CBM1/PAN1, SFYQCI for CBM1-2/PAN2) 
overlapping on the CBM1 and PAN domains of CBEL, correspond to a strand of β−sheet 
(YQCL and YQCI in CBEL-CBM1 and CBEL-CBM1-2 respectively). The first strand of 
β−sheet (LDLPA in CBEL-PAN1 and IQPPA in CBEL-PAN2) of the CBEL-PAN-Apple 
domains also contains the last Leucine or Isoleucine residues of the β−strand of the CBEL-
CBM1. This suggests that a continuous strand of β−sheet (YQCLDLPA and YQCIQPPA) 





interconnects the CBM and PAN domains in the CBEL molecule. According to this feature, a 
tentative three-dimensional model was thereby built for the CBM1_PAN1 N-terminal part of 
CBEL (FIGURE 7B). Although speculative, this model readily fulfils the geometric constraints 
(>70% of residues occur in the allowed areas of the Ramachandran plot and >90% in the 
generously allowed area) and reasonably accounts for both the associated cellulose-binding 
and carbohydrate-binding properties previously reported for CBEL [20, 42]. A very similar 
model was obtained for the CBM1-2-PAN2 C-terminal part of CBEL (result not shown). 
  







In this work, a comprehensive set of fungal and oomycetal cellulose-interacting proteins, 
identified on the basis of the presence of at least one CBM1, was established and proteins 
were analyzed for domain organization. The number of CBM1-containing proteins was found 
to be clearly related to the lifestyle of the microorganisms. Fungi and oomycete saprotrophs, 
necrotrophs and hemibiotrophs express the larger number of CBM1 genes whereas very few, 
if any, are found in biotrophs. This result is correlated with a dramatic reduction of protein 
interacting with plant cell wall components in fungal or oomycete biotrophs [43] [44]. This 
situation could be explained by the induction of plant defense by plant cell wall-interacting 
proteins which could be detrimental to the biotrophic lifestyle. Thus, in the case of oomycetes 
this conclusion could be extend to non-enzymatic proteins such a CBELs, which has been 
shown to be a potent elicitor of plant defense [31, 32]. While necrotroph and hemibiotroph 
oomycetes encode 5 to 12 cellulose-interacting proteins, only one was found in the biotroph 
Albugo laibachii and no clear CBM1 coding genes in the Hyaloperonospora arabidopsidis 
genome.  
We further observed that oomycetes express a unique bigram type combining a CBM1 
with a PAN-Apple module whereas the great majority of fungal cellulose-interacting proteins 
comprises an enzymatic domain involve in degradation of plant cell wall polysaccharide. Up 
to know, no enzymatic activity has been detected for CBM1/PAN-Apple proteins and the best 
characterized protein is the P. parasitica CBEL. It has been shown that CBEL plays a major 
role in Phytophthora cell wall integrity probably by interacting with the cellulose part of the 
cell wall [30]. Thus, in oomycetes CBM1 proteins play multiple roles by targeting both the 
plant and the oomycete cell wall. In fungi, chitin and not cellulose is the major constituent. 
However, this situation is quite unique in the Stramenopile lineage since no CBM1-proteins 
Table1: Occurrence of CBM1 in glycosyl-hydrolases 
express by fully sequenced oomycetes and selected 
fungal plant pathogens. GH number were collected 
from data published by [61] for A. laibachii, by [62] for 
Phytophthora sp., [63] for P. ultimum, [64]for B. cinerea 




Total with CBM1 
Oomycetes A. laibachii 44 0 
P. infestans 157 0 
P. ramorum 114 2 
P. sojae 125 0 
P. ultimum 85 1 
Fungi B. cinerea 118 11 
F. oxysporum 368 9 
M. grisea 232 19 
  V. dahliae 281 14 




were detected in other cellulose-producing s tramenopiles such as Ectocarpus silicolosus [45]. 
Strikingly, while oomycetes potentially express a large set of glycosyl hydrolases, only 2 
genes over 525 were found to be associated with a CBM1 whereas in fungi CBM1 is 
associated almost exclusively with an enzymatic domain (TABLE 1).  This result probably 
reflects a distinct evolutionary history for CBM1 and degrading enzymes in fungi and 
oomycetes. This could be related to specific functions of CBM1-proteins which could be 
involved in oomycete cell-wall organization whereas in fungi, CBM1-proteins targets only 
plant components.  
While CBM1 from oomycetes share similarity with fungal CBM1, they also display 
specific features revealed by sequence alignment and structural modeling of CBM1 from 
CBEL. This protein has been shown to bind cellulose and mutation of CBM1 revealed their 
role in cellulose binding [32].  The two CBM1 of CBEL, which both exhibit two well exposed 
and aligned aromatic residues (Phe5 and Tyr31 of CBM1, Tyr5 and Phe30 of CBM1-2), readily 
account for the cellulose-binding properties displayed by both native and recombinant protein 
[32]. These aromatic residues are similarly oriented as aromatic residues (Tyr5, Tyr31, Tyr32) 
involved in the binding of the cellulose chain by the C-terminal CBM1 of the 
cellobiohydrolase I of Trichoderma reseei ([19]) and are thus suspected to fulfill a similar 
function. Indeed, mutational analysis of these residues revealed their important role in CBEL 
binding to cellulose and cell wall components [30]. An additional Gln34 residue (conserved as 
Gln3 and Gln32 in the CBM1 and CBM1-2 of CBEL, respectively) also participates in the 
binding of the TrCBM1 to cellopentaose and cellohexaose [19]. The Tyr32 residue occurring 
in the TrCBM1 is replaced by a Gln residue CBEL-CBM1 (Gln34) and CBEL-CBM1-2 
(Gln33) (data not shown). Accordingly, both CBEL-CBM1 should exhibit a lower cellulose-
binding affinity than TrCBM1. However, Asn30 of CBEL-CBM1 and Ser29 of CBEL-CBM1-
2 replacing Tyr32 of TrCBM1 are well exposed and aligned to other aromatic residues and 





thus could participate in the binding to cellulose. In addition, Trp27 of CBEL-CBM1 and Trp26 
of CBEL-CBM1-2, which occur in the vicinity of the aromatic residues, could also interfere 
with the cellulose chain. 
The occurrence of two PAN domains in CBEL offers an interesting example of the 
widespread distribution of a structural motif among proteins of very distinct origins [46] [29, 
47]. Although the exact function of the PAN motif still remains questionable its involvement 
in protein-protein and protein-carbohydrate interactions has been postulated from studies 
performed on plasminogen [48], prekallikrein [49] and on the human hepatocyte growth factor 
[28]. In this context, the potential heparin-binding site identified on the electropositively 
charged surface of the HGF is of particular interest to account for the carbohydrate-binding 
properties of CBEL. The tentative three-dimensional model proposed for the molecular 
organization of the CBM-PAN domain involves no steric hindrance between the cellulose- 
and carbohydrate-binding regions, thus allowing CBEL to display both activities. 
The unexpected symmetric organization of CBEL which consists of two bifunctional N- 
and C-terminal parts, each resulting from the association of a CBM1 and a PAN-Apple 
domain, interconnected by a Pro-rich hinge region, addresses the question of the molecular 
evolution of this type of molecule. CBEL probably results from a duplication and fusion event 
of an ancestral gene which itself results from the previous fusion of two genes encoding a 
CBM1 and a PAN-Apple domain. Up to know, this particular combination of domains has 
been found only in oomycetes belonging to the Peronosporale lineage and CBM1 has been 
found associated with another type of interacting domain in the distantly related oomycete 
Aphanomyces euteiches [50]. Further analysis of oomycete genome will probably help to gain 
insight into the particular role and evolution of CBM1 and cellulose-interacting proteins in 
oomycete physiology and during interaction with their plant host. 
  








Protein sequences were collected from the CAZy database [1]. At the time of the preparation 
of the manuscript, 518 sequences were identified and then curated for oomycetes sequences. 
Oomycetes proteomes (Phytophthora infestans, P. sojae, P. ramorum, P. capsici, Albugo 
laibachii, Hyaloperonospora parasitica) were downloaded from the Broad Institute or the 
JGI, and submitted to InterPro analysis to detect CBM1-containing proteins [51]. The recently 
sequenced fungal genomes, not yet referenced in the CAZYdatabase, were added after 
screening of the proteome with InterPro application to identify CBM1-containing proteins 
(e.g Chaetomium globosum). Only sequences with E-values below 10-6 for PFAM or SMART 
domains corresponding to IPR000254 – Cellulose binding domain, fungal – were kept to 
minimize false positives. For a list of completely sequenced organisms that were used in this 
analysis see Supplemental TableS1. 
 
Domains architecture determination 
All CBM1-containing proteins were submitted to local InterProScan application to identify 
other domains in the peptide sequences from the SMART and PFAM databases. Domains 
identified by both the SMART and PFAM databases were merged after checking their 
compatibility (location and InterPro identifiers equivalence) by adjusting domain boundaries 
to the largest domain. Overall, no domain inconsistencies were found between the two 
databases. 
 
Generation of protein architecture Heatmaps 
Previously determined protein domain architectures were summarized as follows to obtain 
more general architecture classes. When multiple CBM1 domains were found in the protein, 





the architecture is denoted CBM1. Domains appearance on the sequence was reordered 
alphabetically except for glycosyl-hydrolase domains i.e., both CBM1-LYA architecture (2 
proteins) and LYA-CBM1 architecture (2 proteins) were set to CBM1-LYA whereas CBM1-
GH5 architecture and GH5-CBM1 architecture are kept distinct. Multiple occurrences of 
BNR – bacterial neuramidase repeat – were simplified to only one occurrence i.e., BNR-
BNR-BNR-BNR-BNR-CBM1 was mapped to the BNR-CBM1 class. This was motivated by 
the fact that the number of BNR found in proteins varies from 5 to 8 occurrences and this 
domain is found in only 5 CBM1-containing proteins. After this generalization, there are 35 
distinct classes of protein domain organization. These classes were used to build a 
contingency table of species and architecture classes. The rows correspond to species profiles: 
this provides for each species the number of proteins found exhibiting each domain 
organization. The columns correspond to protein architectures: this provides for each 
architecture the number of proteins found in each species exhibiting such a domain 
organization. The species and architecture profiles were grouped by hierarchical clustering 
(average linkage using a Euclidean distance) and the resulting classifications were used to 
draw a heat map in which cell intensities reflect the number of proteins found having a given 
architecture (column) in a given species (row). 
 
Molecular modeling of CBM1 and PAN domains from CBEL 
The HCA (Hydrophobic Cluster Analysis [52] was performed to delineate the conserved 
secondary structural features (strand of β-sheet and stretches of a-helix) along the amino acid 
sequence of CBEL by comparison with the CBM1 of the cellobiohydrolase I from 
Trichoderma reesei [18] and the PAN domain of the human hepatocyte growth factor (HGF, 
[53]) used as models. Multiple amino acid sequence alignments were carried out with 
CLUSTAL-W [54]. HCA plots were generated using the program drawhca of L. Canard 






of the CBM1 and PANs of CBEL was carried out on a Silicon Graphics O2R10000 
workstation using the program InsightII, Homolgy and Discover3 (Accelerys, San Diego CA, 
USA). The atomic coordinates of the CBM1 of the cellobiohydroalseI of T. reesei (RCSB 
Protein Data Bank code 1CBH) and the PAN domain of the human HGF (RCSB Protein Data 
Bank code 2HGF), were used to build the three-dimensional models of the homologous 
CBEL domains. Steric conflicts were corrected during the model building procedure using the 
rotamer library [55] and the search algorithm implemented in the Homology program [56] to 
maintain proper side-chain orientation. An energy minimization of the final models was 
carried out by 100 cycles of steepest descent using the cvff forcefield of Discover and keeping 
the cysteine residues involved in disulphide bridges. The program TurboFrodo [57] was run to 
draw the Ramachandran plot and to perform the superposition of the models. PROCHECK 
[58] was used to assess the geometric quality of the three-dimensional models. Cartoons were 
drawn with PyMOL (http://www.pymol.org). 
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VBI Microbial DB http://vmd.vbi.vt.edu/
Name Order Data source
Albugo laibachii Oomycota EBI/ENA
Alternaria alternata Ascomycota CAZY
Aspergillus aculeatus Ascomycota CAZy
Aspergillus fumigatus Ascomycota CAZy
Aspergillus nidulans Ascomycota CAZy
Aspergillus niger Ascomycota CAZy
Aspergillus oryzae Ascomycota CAZy
Batrachochytrium dendrobatidis Chytridiomycota JGI
Blumeria graminis Ascomycota BluGenConsortium
Botrytis cinerea Ascomycota Broad Institute
Chaetomium globosum Ascomycota Broad Institute
Coccidioides immitis Ascomycota JGI
Cochliobolus heterostrophus Ascomycota CAZy
Colletotrichum graminicola Ascomycota Broad Institute
Colletotrichum higginsianum Ascomycota Broad Institute
Coniophora puteana Ascomycota CAZy
Coprinopsis cinerea Basiodiomycota CAZy
Cryphonectria parasitica Ascomycota JGI
Cryptococcus neoformans Basiodiomycota Broad Institute
Fusarium graminearum Ascomycota Broad Institute
Fusarium oxysporum sp. lycopersicum Ascomycota Broad Institute
Fusarium verticillioides Ascomycota Broad Institute
Glomus intraradices Glomeromycota CAZy
Heterobasidion annosum  Basiodiomycota JGI
Hyaloperonospora parasitica Oomycota VBI Microbial DB
Hypocrea jecorina Ascomycota CAZy
Hypocrea virens Ascomycota CAZy
Laccaria bicolor Basiodiomycota JGI
Lactarius quietus Basiodiomycota CAZy
Leptosphaeria maculans Ascomycota JGI
Magnaporthe grisea Ascomycota CAZy
Malassezia globosa Basiodiomycota JGI
Melampsora populina  Basiodiomycota JGI
Mucor circinelloides Mucoromycota CAZy
Mycosphaerella fijiensis Ascomycota CAZy
Mycosphaerella graminicola Ascomycota JGI
Nectria haematococca Ascomycota JGI
Neurospora crassa Ascomycota CAZy
Penicillium chrysogenum Ascomycota CAZy
Phanerochaete chrysosporium Basiodiomycota CAZy
Phytophthora capsici Oomycota JGI
Phytophthora infestans Oomycota Broad Institute
Phytophthora ramorum Oomycota JGI
Phytophthora sojae Oomycota JGI
Pichia pastoris Ascomycota CAZy
Pisolithus microcarpus Basiodiomycota Nancy
Pleurotus sp. Florida Basiodiomycota CAZy
Podospora anserina Ascomycota CAZy
Postia placenta Basiodiomycota JGI
Puccinia graminis Basiodiomycota Broad Institute
Pythium ultimum Oomycota Michigan State Univ
Rhizopus oryzae Mucoromycota CAZy
Schizophyllum commune Basiodiomycota JGI
Schizosaccharomyces pombe Ascomycota CAZy
Sclerotinia sclerotiorum Ascomycota Broad Institute
Serpula lacrymans Ascomycota JGI
Sporobolomyces roseus Basiodiomycota JGI
Sporisorium reilianum Basiodiomycota MIPS
Sporotrichum thermophile Ascomycota JGI
Stagonospora nodorum Ascomycota Broad Institute
Thielavia terrestris Ascomycota JGI
Trametes versicolor Basiodiomycota CAZy
Trichoderma viride Ascomycota CAZy
Tuber melanosporum Ascomycota TuberDB
Ustilago maydis Basiodiomycota Broad Institute
Verticillium albo-atrum Ascomycota Broad Institute
Verticillium dahliae Ascomycota Broad Institute
6. Supplementary data  
SUPPLEMENTAL TABLE S1: List of fungal and oomycete species used in the 
current study.  



























Name PFAM/SMART IPR Alias
Carbohydrate Binding Module (CBM)
Cellulose-binding domain, fungal PF00734 IPR000254 CBM
Cellulose binding, type IV SM00606 IPR006584 CBM4
Glycoside Hydrolase
Glycoside hydrolase, family 3 PF01915 IPR002772 IPR001764 GH3
Glycoside hydrolase, family 5 PF00150 IPR001547 GH5
1, 4-beta cellobiohydrolase PF01341 IPR016288 GH6
Glycoside hydrolase, family 7 PF00840 IPR001722 GH7
Glycoside hydrolase, family 10 PF00331 IPR001000 GH10
Glycoside hydrolase, family 11 PF00457 IPR001137 GH11
Glycoside hydrolase, family 12 PF01670 IPR002594 GH12
Glycoside hydrolase, family 17 PF00332 IPR000490 GH17
Glycoside hydrolase, family 18 PF00704 IPR001223 GH18
Glycoside hydrolase family 27/36 PF02065 IPR000111 GH27/36
Glycoside hydrolase, family 43 PF04616 IPR006710 GH43
Glycoside hydrolase, family 45 PF02015 IPR000334 GH45
Alpha-L-arabinofuranosidase B PF09206 IPR015289 GH54
Glycoside hydrolase, family 61 PF03443 IPR005103 GH61
Glycoside hydrolase, family 62 PF03664 IPR005193 GH62
Oxydoreductase, Lyase, Esterase
Glucose-methanol-choline oxidoreductase PF05199 IPR007867 IPR000172 OXY
Pectate lyase/Amb allergen PF00544 IPR002022 LYA
Pectate lyase, catalytic PF03211 IPR004898 LYA
Parallel beta-helix repeat SM00710 IPR006626 LYA
Cutinase PF01083 IPR000675 EST
Lipase, GDSL PF00657 IPR001087 EST
Phospholipase/carboxylesterase PF02230 IPR003140 EST
Peptidase S9, prolyl oligopeptidase PF00326 IPR001375 EST
Esterase_phd PF10503 EST
Misceallous
BNR repeat PF02012 IPR002860 BNR
Apple + PAN-1 domain PF00024/SM00223 IPR000177 IPR003014 PAN
Chitin-binding, type 1 PF00187 IPR001002 CHI
Fungal fucose-specific lectin PF07938 IPR012475 FUC
Pollen allergen/expansin PF01357 IPR007117 EXP
DUF IPR005102 IPR018789 DUF
IPR021840 IPR018535
SUPPLEMENTAL TABLE S2: Alias used for domain organization of CBM1-
containing proteins.  
The IPR number of individual domain appended to CBM1 is indicated, and the corresponding alias 
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II. Production de CBEL dans la levure  
Pichia pastoris 
 
A. Contexte scientifique 
La deuxième partie de mes travaux a consisté à mettre la production de CBEL dans un 
système d’expression hétérologue afin produire une quantité suffisante de protéine afin 
d’entreprendre des essais de criblage sur des collections de mutants ou de variants naturels 
d’Arabidopsis thaliana. Les essais d’infiltrations foliaires sont réalisés avec 0,25µg de CBEL 
par feuille infiltrée et les tests de production de ROS sur disques foliaires requièrent 0,5µg de 
protéine par essai. La purification de CBEL à partir de mycélium de l’oomycète Phytophthora 
parasitica est un procédé lourd qui requiert une culture de l’oomycète (7 jours minimum) et 
plusieurs étapes de purification avec un rendement de 800µg de protéine CBEL pour 100g de 
mycélium (Séjalon-Delmas et al., 1997). Pour palier à ces limites et concevoir un système 
d’expresion hétérologue, les micro-organismes les plus utilisés sont les bactéries (Escherichia 
coli) et les levures ( Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae). 
 L’utilisation de la bactérie E.coli présente l’avantage d’être rapide, simple et peu couteuse 
(Terpe, 2006) mais de nombreuses difficultés avaient déjà été rencontrées au sein de l’équipe 
lors de la production de différentes fomes de CBEL dans E.coli (Gaulin et al., 2006). En effet, 
la protéine CBEL s’accumulait au sein de corps d’inclusion intracellualires ce qui nécessitait 
de se placer dans des conditions dénaturantes pour pouvoir extraire la protéine, et rendait 
indispensable une étape de « repliage » afin d’obtenir une protéine aux propriétés biologiques 
similaires à celles de la protéine native. Afin d’éviter ces problèmes, nous avons décidé 
d’utiliser la levure Pichia pastoris. La levure présente l’avantage d’être un organisme 
eukaryote qui, contrairement aux organismes prokaryotes,  possède la machinerie cellulaire 
nécessaire à la réalisation de modifications post-traductionelles des protéines, y compris la 
formation de ponts disulfures impliqués dans le repliement de CBEL. L’espèce Pichia 
pastoris possède l’avantage sur Saccharomyces cerevisiae d’être une levure méthylotrophe 
pour laquelle des promoteurs forts sont disponibles pour conduire l’expression du transgène et 
qui génère une glycosylation moins importantes des protéines (Daly & Hearn, 2005). Ces 
raisons m’ont conduit à choisir Pichia pastoris comme système d’expression de CBEL et 
l’activité biologique de la protéine produite fut testée à travers différents bioessais. Les 





résultats de ces travaux ont fait l’objet d’une publication dans la revue « Protein Expression 
and Purification » qui est reproduite ci-après. 
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III. Voies de signalisation de la réponse à 
CBEL 
 
A. Contexte scientifique 
Le troisième volet de mes travaux de thèse a consisté à l’étude des voies de signalisation de 
la réponse à CBEL chez la plante modèle Aradidopsis thaliana. L’éliciteur CBEL arbore un 
domaine CBM1 qui se comporte comme PAMP en activant les réactions de défense de la 
plante sans toutefois conduire à une réponse nécrotique. A contrario, l’infiltration foliaire de 
la protéine CBEL provoque une réponse nécrotique chez la plante, ce qui sous-entend 
l’existence de plusieurs voies de signalisation impliquées dans la réponse à CBEL (Gaulin et 
al., 2006). La réponse nécrotique est couramment observée au cours de l’ETI où elle est 
appelée réponse hypersensible (HR) mais elle est également rencontrée en réponse aux 
élicitines d’oomycètes ou aux harpines bactériennes. Peu d’éléments de la mise en place de la 
mort cellulaire en réponse aux éliciteurs sont connus. Néanmoins, des avancées récentes ont 
été accomplies dans ce domaine. Gilroy et al., 2011 ont mis en évidence que la protéine E3 
ligase CMPG1 du tabac, connue pour être impliquée dans la mort cellulaire au cours de l’ETI 
(Cf9/Avr9) (González-Lamothe et al., 2006), intervient également dans la réponse nécrotique à 
l’élicitine INF1 et à CBEL. De façon similaire, la mort cellulaire induite par l’élicitine 
cryptogéine est négativement controlée par une histone déacétylase HDAC de type 2 chez le 
tabac (Bourque et al., 2011). Les travaux engagés dans cette partie ma thèse visaient à identifier 
des acteurs molécluaires de la réponse à CBEL chez Arabidopsis en mettant l’accent sur la 
réponse nécrotique de l’éliciteur CBEL mais également sur d’autres réactions de défense. Les 
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The Phytophthora parasitica Cellulose Binding Elicitor Lectin (CBEL) elicits a jasmonic acid 
dependent necrotic response in Arabidopsis thaliana Col-0, associated with the induction of 
defense genes. We show here that the necrotic response is quantitatively distributed in a 
collection o Arabidopsis lines comprising 48 ecotypes maximizing the natural diversity and 
the reference lines Col-0 and Ws-4. Only 4 lines (Col-0, Jea1, Ct-1 and Ta-0) displayed a 
reproducible necrosis upon infiltration of a CBEL solution whereas some lines induced only a 
chlorosis (Bla-1) or no symptom at all (Oy-0, Ws-4). The Oy-0 and WS-4 lines were also 
unable to respond to a crude cell wall preparation of P. parasitica but displayed a necrotic 
response to the Fusarium spp toxin fumonisin B1. Further analysis of CBEL response 
revealed that Ws-4 and Bla-1 are still able to mount a robust ROS production upon CBEL 
treatment, whereas the Oy-0 line did not. Testing NADPH oxydase mutants and the receptor-
like kinase bak1-4 lines showed that ROS production induced by CBEL is dependent of 
BAK1 and confirmed that oxidative burst is  not require for CBEL-induced cell-death. 
Analysis of expression of a set of CBEL-induced genes revealed that both the lack of necrotic 
CBEL-induced cell death and CBEL-induced oxidative burst are correlated with of strong 
decrease of marker gene induction. Together, these data shows that mining the Arabidopsis 
diversity uncover an unexpecting variability to an oomycetal necrotizing elicitor and shed 
new insights into signalling pathways involved in CBEL responses. 
  






Plant immunity is based on multilayered defense mechanisms (Jones & Dangl, 2006). One of 
the first layer, and probably the most ancestral mechanism of induced defence, relies on the 
recognition of conserved microbe associated molecular patterns (MAMP) that are present on 
microbial molecules, or plant endogenous molecular patterns exposed by self-products 
released during the interaction (Danger Associated Molecular Patterns; DAMP) (Boller & 
Felix, 2009). This recognition is mediated by specific Pattern Recognition Receptor (PRR) that 
trigger the so-called MAMP -triggered immunity (MTI). Recent data suggest that 
MAMP/DAMP recognition and signaling occur through receptor complexes where PRR 
associate with co-receptors such as the RLK BAK1 (BRI1 Associated Receptor Kinase 1) 
(Kemmerling et al., 2007; Chinchilla et al., 2007; Heese et al.,2007). BAK1 acts on plant immunity 
through its interactions with the PRR FLS2, EFR and PEPR1/2 that are respectively involved 
in the recognition of the MAMP flg22, elf26, and the endogenous peptide AtPEP11 in 
Arabidopsis (Gómez-Gómez et al., 1999; Zipfel et al., 2006; Yamaguchi et al., 2010).  
Early MAMP and DAMP-induced-signals include membrane depolarisation, calcium 
influxes,  reactive oxygen species (ROS) production and protein phosphorylation (Huffaker et 
al., 2006; Ranf et al., 2011). ROS production is mediated by the plasma membrane localized 
NADPHoxidase ATRBOH (Respiratory Burst Oxidase Homolog). Among the five isoforms 
present in Arabidopsis thaliana, isoforms D and F are responsible for the oxidative burst 
during incompatibel interactions (Torres et al., 2002) or upon MAMP perception (Simon-Plas et 
al., 1997; Galletti et al., 2008). 
Both MAMP and DAMP are found in molecules previously designed as “general elicitors“in 
opposition with the specific elicitors produced by pathogens avrirulent on specific plant lines 
carrying the cognate resistant genes. Most of the time, PTI is characterized by the induction of 
ROS production, callose deposition, expression of defense without any signs of programmed 





cell death. However, this situation is clearly different in the case of necrotroph pathognes 
which use cell-death inducing toxins to develop on dead tissues (Wolpert et al., 2002). The 
fumonisin B1 of Fusarium species is an example of fungal toxin that induced cytolysis on 
plants by disrupting the synthesis of plant sphingolipids (Wang et al., 1996). However, 
fumonisin B1 also triggers ROS production, callose deposition defense-related gene 
expression in Arabidopsis. Cell-death elicitors are also part of the arsenal of oomycetal 
pathogens (Hein et al., 2009). Three categories of oomycete-derived elicitors, the small cystein-
rich peptide elicitins produced by Phytophthora sp. and Pythium sp. the glycoprotein CBEL 
(Cellulose Binding Elicitor Lectin) of Phytophthora parasitica, and Nep1-like proteins 
(NLPs) induce plant cell death (Milat et al., 1991; Kamoun et al., 1993; Mateos et al., 1997; Khatib 
et al., 2004; Fellbrich et al., 2002). While cell-death induced by NLP1s has been proposed to be 
due to a toxic activity of the protein (Qutob et al., 2006) little is known about the HR-like 
response induced by CBEL. It requires JA and ET signaling in Arabidopsis (Khatib et al., 
2004) and recent data showed that CBEL-induced cell death required CMPG1, a U-box E3 
ligase which has been - in tobacco (Gilroy et al., 2011). CMPG1 has been initially identified as 
essential in the efficient production of Cf-9 ⁄ Avr9-mediated HR (González-Lamothe et al., 
2006). This suggests that CBEL-induced cell-death has common features with the 
hypersensitive response induced during the effector-triggered immunity.CBEL exhibits a 
modular structure with two repeated sequence separated by a Thr/Pro rich linker. Each 
sequence is constituted of a CBM1 domain (Carbohydrate Binding Module family 1) coupled 
to a PAN/APPLE, involved in polysaccharides-protein interactions and protein-protein or 
polysaccharides-protein interactions respectively (Tordai et al., 1999; Boraston et al., 2004). 
Intriguingly, though this protein lacks catalytic activity, it induces strong defence responses 
on tobacco and Arabidopsis, including HRGP accumulation, ET synthesis, defense-genes 
expression and HR-like response (Séjalon-Delmas et al., 1997; Villalba Mateos et al., 1997; Khatib 





et al., 2004). The elicitor activity of CBEL depends on its ability to bind the plant cell wall 
which is mediated by CBM1 domains (Gaulin et al., 2006). Indeed, CBM1-directed 
mutagenesis of CBEL led to the lost of cell-death inducing activity and defense genes 
expression on tobacco. This is in line with the induction of defense-genes expression in 
Arabidopsis and tobacco upon leave infiltration of of a synthetic peptide corresponding to the 
CBM1 of CBEL (Gaulin et al., 2006).  
The main objective of the study described here was to investigate signalling pathways 
engaged in CBEL-induced responses by taking advantages of various genetic tools available 
on Arabidopsis, including mutant collections and ecotype nautral diversity. Our data shed 
light on the large variability of response which can be found in a plant species in response to a 
general elicitor and revealed the complex interplay of cell-death and ROS production in the 
elicitation of defence genes in response to CBEL perception. 
 
3.  Materials and Methods 
Plants 
Arabidopsis thaliana lines were sown on jiffy® pots (Jiffy, Lyon, France), stratified for 2 
days at 4°C in darkness and transferred for 4 weeks at a day/night cycle of 8 :16h ratio (PPFR 
of 270µmol m-2 s-1) to a light growth chamber with 22°C : 20°C day/night temperature, and a 
relative humidity of 70%. 
 
Elicitos preparations 
The CBEL glycoprotein was purified from the mycelium of Phytophthora parasitica var. 
nicotianae as described previously (Séjalon-Delmas et al., 1997) or produced in the yeast Pichia 
Pastoris and purified as described previously (Larroque et al., 2011). Protein measurement was 





performed with the Bio-Rad protein reagent according to the supplier’s instructions (Bio-Rad, 
Ivry sur Seine, France), using BSA as standard protein.  
The eliciotr P2 was purified from the mycelium of Phytophthora parasitica var. nicotianae as 
described previously (Roux et al., 1994) and resuspended in water at 50µg/ml. 
The Fumonisine B1 (Sigma-Aldrich®, Saint-Quentin Fallavier, France) was dissolved in pure 
methanol to a stock solution at 10mM, then diluted in water to 5µM  for leave-infiltration 
assay. 
 
Leave infiltration assays 
4-weeks old plants were transferred to a growth chamber at a day/night cycle of 16h : 8h ratio 
with 22°C : 20°C day/night temperature 24h before infiltration. The recombinant glycoprotein 
CBEL (5µg/ml), Fumonisin B1 (5µM) and P2 (50µg/ml) or water were infiltrated into the 
mesophyll of fully expanded with a syringe. One leaf per plant and per elicitor was infiltrated, 
replicate of three plants were tested for each Arabidopsis lines. Cell death apparition was 
monitored at 5, 7, 10 and 12 days after infiltration and scored according to symptoms-index. 
 
Measurement of H2O2 production  
The ROS production assay was adapted form (Gómez-Gómez et al., 1999). Briefly, 4-mm 
diameter leave discs of 4-weeks old plants were equilibrated in water overnight then 
transfered to assay tubes (five discs per assay) containing 100µl of reaction mix with 20µM 
luminol and 1 unit of horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich®, Saint-Quentin Fallavier, 
France). Luminescence was measured using a digital lumonimeter (BioOrbit 1250, Turku, 
Finland) for 40 minutes after addition of the native CBEL (5µg/ml). Catalase was used at 40 
units/ml (water-diluted) and DPI (diphenyleneiodonium chloride) at 10µM in 
dimethylsulfoxide 1%. 





High throughput quantification of defence-genes expression 
RNAs were extracted using SV Total RNA Isolation System kit (Promega®, Charbonnieres, 
France). For each sample, 1µg of extracted RNA was reverse-transcripted with the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems®, Courtaboeuf, France). 
High-throughput qPCR was performed using BioMarkTM HD System (Fluidigm®, Issy les 
Moulineaux, France). cDNA was amplified for by the use of pooled 0.2. TaqMan Gene 
Expression Assays mix (Applied Biosystems). Briefly, cDNA were diluted to ~50ng/µl prior 
to be submitted to specific target amplification (STA) by 14 cycles of PCR amplification 
(95°C for 15 sec and 60°C for 4 min) in a reaction mix containing the 96 primer pairs  primers 
(50nM) and TaqMan® PreAmp Master Mix (1:2) (Applied Biosystems®, Courtaboeuf, 
France). Preamplified cDNA was diluted with TE buffer (1:5) and used for Q-PCR array 
analysis in a reaction mix containing TaqMan Gene expressio Master mix, DNA Binding Dye 
Sample Loading Reagent and EvaGreen®. Data were analyzed by the use of BioMark Real-
Time PCR Analysis Software Version 2.0 (Fluidigm). The NormFinder software (Andersen et 
al., 2004) was used to determine the best housekeeping genes.  Relative gene expression was 
calculated over three independent experiments and significant gene deregulations were 
determined by student t test. 
 
4. Results 
Natural variation of CBEL-induced cell-death in Arabidopsis 
In order to identify plant genes involved in the necrotic response to CBEL, we used a 
screening test based on the infiltration into mesophyll tissue of a a solution containing a P. 
pastoris produced CBEL. Infiltraton of a solution containing CBEL at 5 µg/ml induced 
chlorosis of the infiltrated area 48h after infiltration and the development of necrotic lesions 
after 5 days (Khatib et al., 2004; Gaulin et al., 2006). By performing a large number or repetitions, 
Figure 1. Natural variation of CBEL-induced cell death among Arabidopsis accessions.  
Four-weeks-old plants were infiltrated with a 5µg/ml CBEL solution or water as control. Cell death 
symptoms were scored daily 12 days after infiltration according to the score index represented in the 
upper box. The occurrence of the different classes of symptoms is shown according to a color code 
for each line, in response to water (upper diagram) or CBEL (lower diagram). 4 independent 
experiments were performed, 12 plants per line and per treatment were scored. The star represent 
significative responses to CBEL (p value < 0.05).  




this necrotic activity was found at a fequeny of about 50% suggesting that environmental of 
physiological conditions can influence the cell-death induction. Thus, for each phenotyped 
line, at least 12 infiltrated leaves were monitored and quantification of necrosis was done 
according a scale, ranging from no symptoms to fully developed necrosis 12 days after 
infiltration (FIGURE 1) The CBEL-induced cell death phenotype was first used to screen a 
collection of lines mutated in candidate genes which could play a role in CBEL perception. 
This include genes putatively involved in the control of cell wall integrity (Dumas et al., 2008), 
as well as known-regulators of MAMP perception and signal transduction. Thereby, the 
candidate genes tested were CesA subunits 4 and 8, the stretched-activated calcium channel 
MCA1, THE1 (Hématy et al., 2007), the PRR genes Fls2, Efr, PepR1 a collection of 40 LRR-
RLK, the central player of MTI Bak1/Serk3 (Heese et al., 2007), the isoforms D and F of the 
NADPHoxydase ATRBOH (TABLE 1). An additional collection of 35 Arabidopsis mutants 
affected on RLK belonging to the subfamily of LRR-XII and related to FLS2 was tested (Zipfel 
et al., 2006). All the Arabidopsis lines tested displayed similar responses than the wild-type 
Col0 indicated that none of the genes tested was involved in the development of the necrotic 
response (SOM1).  
Polymorphism in CBEL responses was further explored by mining a a collection of 50 
Arabidopsis accessions including the core collection 48 that maximizes the genetic variability 
observed among 265 accessions collected worldwide (McKhann et al., 2004) and includes the 
accessions Col-0 and Ws-4 (SOM2). Leave infiltration assays were conducted as described 
before and cell death apparition was monitored (FIGURE 1). The observed frequency of the 
several classes of symptoms was represented for the Arabidopsis accessions tested (FIGURE 1). 
Thirteen lines were removed from the screen because they displayed a median score of at least 
1 when infiltrated with water (not shown). A strong variability in CBEL-induced responses 
was observed ranging from no symptoms to necrosis of the infiltrated area. Surprisingly, most 
Figure 2. Susceptbility to cell-death elicitors of CBEL non-reponsive 
Arabidopsis accessions.  
 
Several accessions of A.thaliana Col-0, Oy-0, Ws-4, Bla-1, Ct-1 were infiltrated with 
cell-death elicitors P2 (50µg/ml), Fumonisine B1 (5µM) or water as control. Cell-
death symptoms were scored 12 days after infiltration. The occurrence of the 
different classes of symptoms is represented according to a color code, as described 
in figure1. Four independent experiments were performed, 12 plants per line and per 
treatment were scored Asteriscs represent significative responses compared to water 
treatment(*, **, *** : p value < 0.05,  <0.01,  <0.001 respectively) while circles 
represent significant differences compared to Col-0 (°, °°, °°° : p value < 0.05,  
<0.01, <0.001 respectively).  




of the ecotypes (32 lines) did not respond significantly to CBEL infiltration an only 5 lines 
showed a robust necrotic response. To study the effect of higher CBEl concentration, the 
accession Ws-4 was infiltrated with increasing concentration of CBEL (up to 25µg/ml). 
However,  no cell-death symptom was obtained (data not shown). From this screening, Oy-0, 
Ws4, and Bla-1 were selected as non-responsive lines and Col-0 and Ct-1? as responsive lines 
for further studies. 
 
Specificity of the elicitor-induced cell death variability  
To determine if CBEL-insensitive lines Oy-0, Ws-4 and Bla-1 were also affected in the 
response other necrotic elicitors, we used two necrotizing elicitors, a crude Phytophthora 
parasitica mycelium mixture (P2) and the fumonisine B1 (FB1), a fungal toxin that disrupts 
sphingolipid synthesis. . Leave-infiltration assays were performed with P2 (50µg/ml) and FB1 
(5µM), and symptoms were scored over 12 days according a score index similar to the one 
used for CBEL-induced phenotype (FIGURE 2). Oy-0 and Ws-4 were also affected in the 
reponse to P2, but not Bla-1. All these lines responded equally well to fumonisin infiltration. 
These results suggests that a common step involved in CBEL and P2 induced death is less 
active  in  Oy-0 and Ws-4, whereas is specically affected in CBEL-induced cell death.  
ROS production is dissociated from CBEL-induced cell-death  
We next wondered if the natural variation observed in the cell death response was correlated 
with a variation in ROS production. The production of reactive oxygen species (ROS) is a 
hallmark of defense responses and can be involved in the control of PCD in plant (Torres, 
2010). The luminol-based assay (Gómez-Gómez et al., 1999) was used to monitor the oxydative 
burst in response to CBEL. To avoid any response which can be due to P. pastoris 
contaminant co-purified with CBEL, leave discs of Arabidopsis were elicited with the native 
CBEL purified from P. parasitica mycelium. A biphasic response was observed on Col-0, 
Figure 3. Uncoupling ROS 
production and cell death induced 
by CBEL.  
Kinetics of ROS production on leaves-discs 
of 4-weeks old A.thaliana plants. (a) 
CBEL-induced ROS production on several 
Arabidopsis accessions : Col-0, Ws-4, Oy-
0, Bla-1, Ct-1. The response to water 
(control) was similar between the 
accessions tested and one representative 
line is represented for clarity (grey line). (b) 
CBEL-induced oxidative burst on bak1-4 
and rbohD, rbohF and rbohD/F. Control 
assays were performed with water and were 
similar for the diffrent lines tested (grey 
line). Data presented are representatives of 
kinetics measured over several biological 
repetitions. The upper box represents the 
symptoms observed on rbohD/F 12 days 
after infiltration of CBEL (5µg/ml) or 
water. (c) Symptoms observed on bak1-4 
12 days after infiltration of CBEL (5µg/ml), 
P2 (50µg/ml), fumonisine B1 (5µM) or 
water as control. The score was noted as 
described previously, on three independent 
repetitions. The picture illustrate  CBEL-
induced symptoms observed on bak1-4 12 



















characterized by a transient rise of luminescence starting 5min after elicitationat 15min 
followed by a strong decrease up to near the basal level at the end of the measure 
(SUPPLEMENTARY DATA).  The kinetic of the CBEL-induced ROS production differed from 
the one observed upon elicitation with elf18 (1µM), flg22 (1µM) or chitooligosaccharides 
(COS, 100µg/ml) that occurred earlier (~6 min) (SUPPLEMENTARY DATA). This response was 
completely abolished by the use of diphenyleneiodonium chloride (DPI), an inhibitor of 
NADPHoxidases. Similar observations were made upon addition of the enzyme catalase that 
degrades hydrogen peroxide, which showed that NADPHoxidase-derivated hydrogen 
peroxide was the ROS monitored in the bioassay used in this study (SUPPLEMENTARY DATA). 
CBEL-induced oxidative burst was monitored on Oy-0, Ws-4, Bla-1 and Ct-1.While a Col-0-
like ROS production response was observed in Ws-4 and Bla-1, a strong reduction of ROS 
production was measured on Oy-0 and Ct-1 (FIGURE 3A), showing that the ability to produce 
ROS is not correlated to cell-death induction. To confirm this result, the double mutant 
AtrbohD/F (Col-0 background) was tested for CBEL-induced cell-death. No difference was 
found when compred to the wild-type line for cell-death production whereas a complete loss 
of ROS production was observed (FIGURE 3B). Since it has been shown that BAK1 is 
associated to the ROS production caused by numerous MAMP (flg22, elf18, csp22, INF1) 
(Heese et al., 2007) and its role in CBEL signaling was investigated. The mutation of BAK1 
resulted in a ROS production that was almost abolished in bak1-4 (Col-0) (figure 3b and 3c) 
without any effect on cell-death induction. . This data places BAK1 in the CBEL-induced 
signaling pathway required for the oxidative burst but not for the development of CBEL-
induced cell-death.  
Together these results show that the necrotic response is unlinked to the induction of ROS 
production mediated by membrane NADPH oxidases and that distinct phenotypes has been 
can be distinguished between non-responsive lines..  
Figure 4. CBEL and P2-induced response in . 
 
(a) Expression of 19 early-induced CBEL genes in Arabidopsis Col-0, rbohD/F, bak1.4, Oy-0, Ws-4, Bla-1 after 
infiltration of CBEL 5µg/ml or water as control. Data represent relative expression to Col-0 (0h) or to control of the 
corresponding lines (1h, 6h, 24h). (b) gene expression analysis on 46 marker genes of the response to P2 50µg/ml on Col-









Defence-gene expression profile of the response to CBEL  
CBEL-induced changes in gene expression weres quantified by using a high-throughput 
quantitative PCR (Polymerase Chain Reaction) technique. Data mining of transcriptomic 
resources as well as published data allowed the selection of a total of 96 marker genes which 
were selected on the basis of their expression upon various biotic stresses, and response to 
stress hormones and various PAMPs. Leave infiltration assays were performed on 4-weeks 
old plants with CBEL (5µg/ml) and P2 (50µg/ml) or water as control, samples were collected 
at 0, 1h, 6h and 24h after infiltration and the gene-expression pattern was defined by 
quantitative PCR. Since variability to CBEL response was previously observed, at least 15 
leaves per lines were infiltrated for each time point and mixed. Significative changes in gene 
expression observed in the three independent biological repetitions performed were 
determined by a student t test (p value < 0.05) and were presented in table 1. A total of 19 
CBEL early-induced genes were obtained. As described by (Khatib et al., 2004), JA and ET 
responsive genes were highly induced by CBEL (OPLC1, PDF1.2, PIF3, RBK1). General 
components of basal defence signaling were up-regulated such as players of the flg22-induced 
response: the RLK FLS2, FRK1 and BAK1, WRK11 but also proteins kinases involved in 
oxidative and calcium-induced signaling, OXI1 and a CDPK respectively. Others cellular 
responses related to defence were regulated by CBEL such as modulators of the redox status 
(MADHAR, GST11), indole-glucosinolates synthesis (CYP71, CYP83, PEN2), glycosyl 
hydrolase (chitinase), and protease inhibitors.  In order to determine the impact of ROS 
production and cell death on the expression of CBEL-responsive genes, gene expression was 
analysed on plants deficient in ROS production (AtrbohD/F, bak1.4), plants unable to mount 
an HR in response to CBEL (Ws-4, Bla-1) but able to produce an oxidative burst, and a line 
which did not any of these responses (Oy-0) (Table 1). The gene expression profile of the 
Supplementary data 1. List of Arabidopsis mutants screened for CBEL and P2-induced cell-
death 
CBEL and P2 responsiveness is represented for all the mutated lines tested that were organized in 
functional classes. 4-weeks olds plants were ilfiltrated with CBEL 50µg/ml, P2 50µg/ml and water as 
control. The developpment of HR-like response was monitored up to 10 days after infiltration over at 
leats two independent biological repetion for each line.  




bak1-4 mutant showed a delay of the response with a maximum response after 24 hours. Not 
surprisingly, the induction of MTI signaling markers observed in Col-0 was strongly reduced 
in bak1.4, while the SA responsive genes were highly induced only in the the mutant (PR1, 
PR5, WRKY70, ANK) (data not shown).  
The same approach was used to monitor gne expression upon P2 treatment.Fourty three genes 
significatively regulated by P2 were obtained, 12 of these genes being also induced upon 
CBEL treatment.  . 
 
In the double mutant AtrbohD/F and the non-necrotizing line WS-4, changes in defence-genes 
expression of about 20 P2-induced genes were abolished. Together, these results suggest that 
production of ROS via activation of the NADPH oxidase AtRBOHD is necessary but not 
sufficient to activate CBEL-reponsive genes pathway and lmay ats synergistically with an 




Supplementary data 2. Characterization of the CBEL-induced ROS 
production.  
Kinetics of ROS production monitored over 35 minutes on leaves-discs of 4-weeks old 
A.thaliana plants. a) ROS production induced on Col-0 by a CBEL solution at 5µg/ml, elf18 
1µM, flg22 1µM, chitooligosaccharides (COS) 100µg/ml and water as control (grey line). d) 
H202 is the ROS measured by the luminol-based assay. ROS production was monitored on Ws-
4 accession upon treatment with water (grey line), CBEL 5µg/ml (black line), CBEL 5µg/ml + 
catalase 400 units/ml, CBEL 5µg/ml + DPI 100µM, CBEL 5µg/ml + DMSO 1% (control of 
DPI). The catalase is a water soluble enzyme that degrade H2O2 while the DPI 
(diphenyleneiodonium chloride) inhibits the NADPHoxidase activity that is at the origin of 
O2.- production. DPI was solubilized in pure DMSO to a stock solution at 10mM. Data 
presented are representatives of kinetics measured over several biological repetitions are 
presented.  







Mining mutant and ecotype collections for variability against CBEL-induced cell 
death 
Natural variability is common trait of resistance to pathogens that was widely documented on 
Arabidopsis thaliiana for many pathosystems such as Pseudomonas syringae, Colletotrichum 
higginsianum, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Plasmodiophora brassicae, 
Puccinia triticina, Hyaloperonospora arabidopsidis, Phytophthora parasitica (Denby et al., 
2004; Narusaka et al., 2004; Perchepied et al., 2006; Jubault et al., 2008; Perchepied et al., 2010; 
Nemri et al., 2010; Wang et al., 2011). This variability might affect different levels of plant 
defence and may represent a novel strategy to isolate components of elicitor perception. In 
this study genetic diversity of Arabidopsis thaliana was used in combination to a reverse 
genetic approach to investigate the network of defence responses to CBEL. This is the first 
time that such a wide scale study of natural variation is conducted on Arabidopsis for elicitor 
responsiveness. The only similar study-cases published before dealed with the variability of 
flg22 responsiveness observed on few Arabidopsis accessions that isolated Ws-0 and Cvi-0 as 
flg22 insensitive lines due to premature stop codon in the FLS2 sequence (Gómez-Gómez et al., 
1999; Dunning et al., 2007). The strong variations observed for the CBEL-induced HR-like 
response among the 50 accessions tested of Arabidopsis revealed the complexity of this trait 
that likely relies on multiple loci. Since perception of MAMP and DAMP rely on ancestral 
immune mechanisms, it is generally thought that most plants belonging to a particular species 
should be able to dectect a given MAMP or DAMP, whereas only some lines will possess a 
perception system to detect the product of an avirulent gene (Segonzac & Zipfel, 2011). Our 
study suggests that it might not be the case, as a large variability in elicitor reponse can be 
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Supplementary data 3. List of 
Arabidopsis accessions screened for 
CBEL and P2-induced cell-death 
The geographical origin of the 50 accessions of 
Arabidopsis tested in this study is listed. 
 
 




we tested two other necrotic elicitors, a Phytophthora wall extract (P2) (Roux et al., 1994) and 
a fungal mycotoxin (fumonisin) with has been shown to interfere with the development of 
programmed cell death (Wang et al., 1996). Two lines were shown to be deficient in CBEL and 
P2 responses (Oy-0 and WS4), one line in CBEL response only (Bla-1) and only one line did 
not respond to fumonisin (Oy-0). This result suggests that different signaling mechanisms 
involved in necrotic elicitor responses are affected in this lines. Since recombinant inbred line 
collections are available for some of these ecotypes, further genetic analyses will be 
undertaken to identify key genes involved in reponse to necrotic elicitors. Such variations in 
CBEL-induced responses raise the question of the relevance of the definition of “general“ or 
“unspecific“ elicitors, thought to induce defense in a large number plants, at least in a 
particular species, in opposition to specific elicitors, or avirulence proteins.. 
  
Uncoupling ROS production and CBEL-induced cell death 
Beside cell-death response, CBEL induced a rapid and transient oxidative burst characterized 
by a biphasic curve. In Arabidopsis, ROS production in response to microbial attack depends 
on the NADPHoxidase ATRBOH as demonstrated by the study of the double mutant 
AtrbohD/F inoculated with Pseudomonas syringae and Hyaloperonospora arabidopsidis 
(Torres et al., 2002). Accordingly, the use of Atrboh mutants revealed that the ATRBOH-D is 
the major isoform of the NADPHoxidase responsible for apoplastic ROS generation in 
response to CBEL. Our data confirm the predominant role of this isoform in elicitor-induced 
oxidative burst that was previously showed for flg22 and oligogalacturonic acids (Zhang, et al., 
2007; Galletti et al., 2008). Strikingly, variation of ROS production was not correlated to 
CBEL-induced cell death since Ct-1, which developped strong HR-like cell death in response 
to CBEL produced a weaker oxidative burst than Ws-4 and Bla-1 which did not showed 
necrosis. Furthermore, the double mutant AtrbohD/F showed not defects in the developpment 





of necrotic lesions. These observations clearly dissociate the production of ROS and the 
elicitation of cell death and are consistent with previous studies in which the ROS production 
was demonstrated to be not required for the HR induced by elicitins (β-megaspermin, INF1, 
cryptogein) (Dorey et al., 1999; Sasabe et al, Lherminier et al., 2009) or sphingosid long chain 
bases on tobacco cells (Dorey et al., 1999; Sasabe et al., 2000; Lherminier et al., 2009; Lachaud et 
al., 2011). In line with this, the ROS production dependent on the NADPHoxidase ATRBOH 
is dispensable for the HR responses during incompatible interactions between Arabidopsis 
and the oomycete Hyaloperonospora arabidopsidis (Torres et al., 2002).  
Furthermore, the weak ROS production of bak1-4 in response to CBEL showed that BAK1 is 
involved in the regulation process that is required for full activation of ROS production in 
response to the elicitor. These data are consistent with previous works that described BAK1 
as a master regulator of early signaling of MAMP/DAMP signaling. BAK1 is required for 
ROS production in response to flg22, elf26 in Arabidopsis (Chinchilla et al., 2007; Ranf et al., 
2011), INF1 and CSP22 (cold shock protein) on tobacco (Heese et al., 2007). Interistingly, 
bak1-4 showed completely abolished oxidative burst in response to flg22 and elf26 at low 
concentration (10 nM) (Chinchilla et al., 2007) and delayed response at higher concentration (1 
µM) (Ranf et al., 2011). These data coupled to the weak ROS production of bak1-4 observed in 
response to CBEL suggest a role for BAK1 in the regulation of reponse intensity rather than 
in reponse initiation. Leave infiltration assays conducted on bak1-4 revealed Col-0-like cell 
death symptoms in response to CBEL, FB1 and P2 coupled to a hypersensitivity to the stress 
induced by leave infiltration (control). Thus the CBEL-induced cell death appears to be 
distinct from the cell death provocated by virulent pathogens that is limited by BAK1 
(Kemmerling et al., 2007). 
  





ROS production is necessary but not sufficient to regulate CBEL-induced genes gens 
The study of the transcriptional profile of 96 genes selected by minig bibliographic and 
transcriptomic data in response to CBEL allowed the identification of 19 early-CBEL-induced 
genes. The function of some of these genes indicates the activation of the JA and ET signaling 
pathway illustrated by the up-regulation of PDF1.2 6h after infiltration. Interestingly, JA and 
ET responsive-gene induction is strongly reduced in the accession Ws-4 that is disrupted in 
the necrotic response These data are consistent with previous studies that link the JA and ET 
signaling pathway to the CBEL-induced cell death (Khatib et al., 2004). Plant lines (Ws-4, Oy-
0, Bla-1) and mutant (Atrboh, bak1-4) defective in either ROS production or cell-death 
induction of are severely affected or delayed in the induction of defense gene expression upon 
CBEL or P2 treatment (TABLE 1) suggesting that an interplay between ROS production and a 
ROS-independent signaling pathway leading ultimately to cell death are requiredfor defence-
gene activation,. An opposite situation was observed in response to OGA by (Galletti et al., 
2008) since ATRBOH-D is required for ROS production in response to OGA but dispensable 
for defence-genes expression. A similar dissociation between ROS and defence-genes 
expression was observed for the responses to the elicitin INF1 on tobacco cells (Sasabe et al., 
2000) or to the pathogen Alternaria brassicola in Arabidopsis thaliana (Pogány et al., 2009). 
Though apoplastic ROS are required for defence-genes activation, they are not sufficient since 
the accession Ws-4 that exhibits Col-0 like ROS production is strongly impaired in the 
transcriptional response to CBEL. This clearly indicates that molecular players of the cell-
death response to CBEL that are disrupted in Ws-4 may be involved in the transcriptional 
response to the elicitor.  
 
Our work is one of the first examples that illustrate how the genetic variability of Arabidopsis 
can be exploited to investigate perception of microbialnecrotizing elicitors. The strong 





variability of defense responses observed in the study-case of CBEL may be extend to others 
elicitors and open the possibility to go further in the isolation of molecular determinants of the 
MTI notably by engaging genome wide association (GWA) mapping (Atwell et al., 2010; 
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En conclusion, les travaux menés au cours de ma thèse ont retracé l’histoire évolutive de 
CBEL en se focalisant sur la phylogénie des CBM1, et ont mis à jour l’interconnexion des 
voies de signalisation de l’immunité végétale induites par cette glycoprotéine chez la plante 
modèle Arabdopsis thaliana. 
L’étude phylogénétique des CBM1 a renforcé le caractère atypique de CBEL. L’analyse 
des bigrammes associés aux CBM1 a mis en évidence que la distribution de l’architecture 
protéique de CBEL, CBM1-PAN, est strictement limitée aux Peronosporales, sous-groupe des 
oomycètes. Cette répartition est similaire à celle des élicitines, peptides qui induisent une 
réponse hypersensible chez le tabac, présents chez les genres Phytophthora sp et Pythium sp 
(Kamoun et al., 1993). Kanneganti et al., 2006 ont mis en évidence que les élictines peuvent agir 
en synergie avec les NLP dans l’induction de la mort cellulaire, et  Qutob et al., 2002 ont 
démontré que les NLP sont impliquées dans la transition de phase biotrophe à nécrotrophe 
chez l’oomycète, il n’est donc pas exclu que CBEL fasse partie de ce cocktail de molécules 
nécrotiques impliquées dans la phase nécrotrophe du développement de l’oomycète. 
Les CBM1 d’oomycètes se confondent avec les CBM1 fongiques sur l’arbre de similitude 
des CBM1 ce qui suggère un événement de transfert horizontal entre les champignons et les 
oomycètes qui pourrait être à l’origine de l’apparition des CBM1 chez les oomycètes. Ces 
observations sont en accord avec les nombreux événements de transferts horizontaux observés 
par Richards et al., 2011 chez les oomycètes. A contrario, le domaine PAN est également 
répertorié chez les apicomplexes Toxoplasma et Plasmodium, proches parents des oomycètes 
(Bai et al., 2005; Pizarro et al., 2005; Tonkin et al., 2011). CBEL serait donc la résultante de deux 
histoires évolutives distinctes, l’une associée aux champignons et l’autre propre aux 
hétérokontes (groupe phylogénique regroupant les oomycètes et les straménopiles). 
La protéine CBEL s’inscrit dans le cadre restreint des éliciteurs qui ciblent la paroi 
végétale et induisent une mort la cellule végétale. Sont associés à ce groupe, des enzymes 
microbiennes, telles que les cellulases, les xylanases EIX (Ethylene-inducing xylanse) et les 
polygalacturonases (PG) pour lesquelles une activité d’induction de mort cellulaire a été mise 
en évidence sur des cultures cellulaires de vignes et des cotylédons de melons (Calderon et al., 
1994; Martinez et al., 2001), chez différentes espèces de plantes (Bailey et al., 1990) et sur des 
Figure 14. Voies de signalisation impliquées dans la réponse à CBEL chez Arabidopsis. 
 
La perception de CBEL conduit à la production de ROS, l’expression de gènes de défenses et une mort de 
cellulaire végétale. Le co-récpeteur BAK1/SERK3 intervient dans la production de ROS dépendante de la 
NADPHoxidase pariétale RBOH-D/F mais n’est pas associé à la mort cellulaire induite par CBEL. Ces 
deux réponses sont indépendantes l’une de l’autre,comme l’a démontré la conservation de la réponse 
nécrotique à CBEL chez le double mutant rbohD/F affecté dans la production de ROS, et l’absence de mort 
cellulaire en réponse à CBEL chez l’accession Ws-4 qui montre une production de ROS similaire à celle de 
Col-0. L’étude des différentes accessions d’Arabidopsis a mis en évidence une action synergique de ces 
deux voies de signalisation sur l’expression des gènes de défense. Les voies de signalisation conduisant à la 
mise en place de la mort cellulaire et à l’expression de gènes de défenses peuvent être dissociées comme 
illustré par l’accession Ct-1 qui présente une forte réponse nécrotique à CBEL couplée à une perte de 
l’induction des gènes de défenses. Ce schéma est à compléter avec notamment des acteurs moléculaires de 

















cellules de soja respectivement (Zuppini et al., 2005). L’activité elicitrice des xylanases est 
indépendante de l’activité enzymatique mais requiert deux co-récepteurs, les PRR LeEIX1/2 
identifiés chez la tomate (Ron & Avni, 2004). Cette question reste ouverte concernant l’activité 
élicitrice des PG, qui sur des cultures cellulaires de vigne peut être dissociée de l’activité 
enzymatique (Poinssot et al., 2003) alors que des résultats contraires ont été obtenus chez le 
tabac (Boudart et al., 2003). Dans ce groupe d’éliciteurs, CBEL se distingue par l’absence 
d’activité catalytique et sa structure modulaire constituée de domaines dédiés aux interactions 
(protéine/protéine ou sucre/protéine). Les acteurs moléculaires responsables de la perception 
de CBEL restent à découvrir, l’hypothèse d’une perception directe comme dans le cas de la 
xylanase EIX reste possible tout comme l’éventualité d’une perception indirecte où l’effet de 
CBEL sur la paroi serait perçu par un senseur de l’intégrité pariétale. 
L’étude de l’agencement des mécanismes de défense de la réponse à CBEL chez 
Arabidopsis thaliana m’ont permis de dessiner un modèle de la signalisation mise en place 
suite à la reconnaissance de l’éliciteur (FIGURE 14).. Ce modèle représente les connexions 
observées entre la production de ROS, la mort cellulaire et l’expression de gènes de défense.  
Les résultats obtenus démontrent l’intervention du RLK BAK1/SERK3 dans les réponses 
précoces à CBEL. BAK1/SERK3 agit comme un régulateur central de l’immunité via 
l’interaction avec les PRR FLS2, EFR et AtPEP1/2 (Delphine Chinchilla et al., 2007; Postel et 
al., 2010; Roux et al., 2011). C’est un modulateur des réponses de défense précoces telles que 
les fluctuations calciques, la dépolarisation membranaire, l’activation de la voie des 
MAPKinases, la production de ROS, mais également des réponses plus tardives comme 
l’expression de gènes de défenses (Chinchilla, et al., 2007; Heese et al., 2007; Jeworutzki et al., 
2010; Ranf et al., 2011). Dans le cas présent, BAK1  agirait en tant que co-récepteur impliqué 
dans la production de ROS et l’expression de gènes de défense tandis que la mort cellulaire 
induite par CBEL passe par une voie de signalisation différente. Les voies de signalisation 
responsables de la production de ROS et de la mort cellulaire en réponse à CBEL sont 
indépendante l’une de l’autre ce qui fut démontré par l’étude du double mutant rbohD/F et 
des accessions Ws-4 et Bla-1. Cependant, ces deux voies interviennent en synergie dans 
l’activation de gènes de défenses puisque l’activation des gènes de défense est maximale 
uniquement chez des lignées arborant une production de ROS et une mise en place de la mort 
cellulaire intactes (Col-0).  
Différents éléments de la réponse à CBEL chez Arabidopsis thaliana reste à positionner 






concentration calcique cytosolique chez le tabac (Gaulin et al., 2006), qu’en est-il chez 
Arabidopsis ? De la même façon, les travaux de Gilroy et al., 2011 ont mis en évidence que la 
mort cellulaire induite par CBEL est dépendante de la protéine E3-ligase CMPG1 chez le 
tabac, qu’en est-il de son orthologue chez Arabidopsis ?  
D’autres acteurs moléculaires sont probablement impliqués dans la réponse à CBEL. Parmi 
les candidats probables, le monoxyde d’azote (NO) est probablement un élément de la 
signalisation de la réponse à CBEL. Les travaux de Delledonne et al., 1998 ont mis en évidence 
que le NO agit en synergie avec les ROS dans la mort cellulaire chez le tabac. Récemment, 
Yun et al., 2011 ont démontré que le NO régule négativement la production de ROS via la 
nitrosylation de la NADPH oxidase pariétale, et une variabilité naturelle de la production de 
NO a été observée chez Arabidopsis (Perchepied et al., 2010), ce qui pourrait également 
expliquer la variabilité de la mort cellulaire en réponse à CBEL. Parallèlement, un autre 
facteur de la mort cellulaire chez Arabidopsis pourrait également être impliqué dans la 
réponse à CBEL. Todesco et al., 2010 ont mis en évidence que la variabilité allélique naturelle 
du gène ACD6 chez Arabidopsis était responsable de l’établissement de nécroses spontanées 
tardives chez la plante modèle. Les plantes qui possèdent un allèle similaire à celui de 
l’écotype Est-1 développent une forte nécrose tardive. De façon intrigante, l’accession Ct-1 
qui répond fortement à CBEL, P2 et FB1, arbore un allèle de ACD6 similaire à celui de Est-1, 
tandis que les allèles des accessions Oy-0 et Ws-2 sont proches des lignées arborant une 
phénotype similaire à Col-0. Une corrélation entre la version allélique de ACD6 et la réponse 
à CBEL semble donc exister et reste à approfondir. Afin de confirmer cette hypothèse, le gène 
ACD6 pourrait être séquencé sur l’ensemble des accessions que j’ai utilisées pour tester la 
variabilité de la mort cellulaire en réponse à CBEL. 
Une telle variabilité de la réponse à CBEL permet de la dissocier des toxines, molécules 
qui induisent la mort de la cellule végétale et qui sont utilisées par des agents pathogènes 
nécrotrophes comme facteur de virulence. En général, les toxines sont actives sur une large 
gamme de plantes car elles ciblent des composantes conservées dans le monde végétal. Par 
exemple, les NLP (Nep1-like proteins) sont des toxines produites par les champignons, 
oomycètes et bactéries qui induisent une nécrose sur les dicotylédones via la formation de 
pore dans la membrane plasmique (Qutob et al., 2006; Ottmann et al., 2009). Cependant, d’autres 
toxines dites HST « host selective toxine », ne sont actives uniquement sur un groupe restreint 
de plantes porteuses d’une protéine particulière qui est la cible de la HST (Wolpert et al., 2002). 






ROS, l’expression de gènes de défenses et peuvent cibler des homologues aux gènes R, on 
parle alors de relation gène pour gène « inversée » (Lorang et al., 2007; Nagy & Bennetzen, 
2008). Il est alors difficile de distinguer l’activité élicitrice de l’activité toxique. Si on 
considère que CBEL est une HST, on pourrait alors supposer que la variabilité de la réponse à 
CBEL chez Arabidopsis correspond à une variabilité naturelle de la cible végétale reconnue 
par CBEL chez la plante modèle. Cependant, plusieurs éléments tendent à dissocier CBEL 
d’une HST. Gilroy et al., 2011 ont mis en évidence que la mort cellulaire induite par CBEL 
requiert l’ubiquitine E3 ligase CMPG1 chez le tabac, protéine qui est également impliquée 
dans la réponse hypersensible à INF1 ou au gène d’avirulence Avr9. Ces résultats renforcent 
le caractère éliciteur de CBEL qui induit des voies de signalisation impliquées dans la 
défense. Ce fait est confirmé par mes travaux de thèse qui ont démontré que la protéine 
BAK1/SERK3, décrit comme un régulateur clé de l'immunité végétale, est impliquée dans la 
réponse à CBEL. Il est donc peu probable que l’activité élicitrice de CBEL soit résiduelle 
d’une activité toxique. Enfin, les travaux de Bos et al., 2010 ont démontré que l’effecteur 
AVR3a de P. infestans inhibe la mort cellulaire induite par CBEL chez le tabac, la protéine 
n’est donc définitivement pas un facteur de virulence pour l’oomycète mais un facteur 
d’avirulence. 
Enfin, la découverte d’une forte variabilité de la réponse à CBEL chez la plante modèle 
Arabidopsis thaliana ouvre des perspectives évidentes de clonage positionnel et/ou de 
génétique d’association dans le but d’isoler les loci impliqués dans l’immunité végétale. Des 
travaux pourront être entrepris en s’inspirant de données récentes qui démontré que la 
variabilité naturelle d’Arabidopsis peut aboutir à l’identification de gènes clés de l’immunité 
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RESUME 
Les oomycètes sont des organismes filamenteux eucaryotes distincts phylogénétiquement des champignons, dont la plupart 
sont phytopathogènes. CBEL est une glycoprotéine pariétale de l’oomycète Phythophthora parasitica, pouvant se lier à la 
cellulose et induire l’expression de gènes de défense ainsi que la mort cellulaire chez la plante modèle Arabidopsis thaliana. 
Cette protéine est constituée de deux régions séparées par une région charnière riche en thréonine proline. Chaque région 
protéique présente un motif de liaison à la cellulose (CBM1) et un motif PAN-Apple impliqué dans des interactions 
protéines/protéines ou protéines/polysaccharides. Ce travail de thèse visait à décrypter les mécanismes moléculaires 
impliqués dans la reconnaissance de CBEL par les végétaux. Dans un premier temps, une analyse in silico a permis de 
dresser le répertoire complet des protéines eucaryotes à motif CBM1. A contrario des champignons, les oomycètes expriment 
majoritairement des protéines à motifs CBM1 en association avec des domaines non-catalytiques, suggérant un rôle 
particulier pour ces protéines chez les oomycètes. Bien que la signature protéique des CBM1 d’oomycètes soit distincte de 
celle des champignons par  la position des cystéines impliquées dans le repliement du domaine et la nature des acides aminés 
aromatiques responsable de la fixation de la cellulose, la modélisation du CBM1 de CBEL a révélé qu’il pouvait s’associer à 
la cellulose de façon similaire à un CBM1 fongique. Cette étude a montré que les protéines à domaines CBM1 d’oomycètes 
sont distinctes de celles des champignons, et présentent une histoire évolutive distincte. Dans un second temps, une 
production en masse de l’éliciteur a été réalisée dans la levure Pichia pastoris. La protéine hétérologue CBEL conserve les 
activités biologiques de la protéine native, ce qui a permis une approche de criblage de lignées d’A. thaliana pour préciser les 
mécanismes moléculaires impliqués dans sa reconnaissance. De façon surprenante, les réponses de défenses induites par 
CBEL chez Arabidopsis sont sujettes à une forte variabilité naturelle. La production d’espèces activées de l’oxygène (ROS) 
liée à la NADPHoxidase est apparue indépendante de la mise en place de la mort cellulaire. En réponse a CBEL, ces deux 
voies de signalisations agissent en synergie dans l’activation de l’expression de gènes chez A. thaliana. Enfin, l’utilisation de 
mutant d’A. thaliana a montré l’implication de récepteurs like kinase tels BAK1/SERK3 dans la réponse à CBEL. Cette étude 
a permis de proposer un modèle d’interconnexion des voies de défenses en réponse à CBEL chez A. thaliana.  
 
MOTS-CLES 
CBM1, Oomycètes, Champignons, Bigrammes, Evolution, Eliciteur, CBEL, Pichia pastoris, Arabidopsis 
thaliana, Variabilité Naturelle, Espèces Activées de l’Oxygène, NADPHoxidase, Mort Cellulaire, Gènes de 
Défense 
 
 
